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ELENCO DELLE ABBREVIAZIONI 
 
 
aa  amminoacidi 
AML  leucemia mieloide acuta 
ALT  alanina amminotransferasi 
APC  anigen presenting cell, cellula presentante l’antigene 
CAV  chicken anaemia virus, virus dell’anemia del pollo 
CD  cluster of differentiation 
CL  linfocitopenia idiopatica 
CMV  citomegalovirus 
DC  dendritic cell, cellula dendritica 
EBV  virus di Ebstein-Barr 
GST  glutatione S transferasi 
HAART highly active antiretroviral therapy, terapia antiretrovirale 
altamente attiva 
HBV  virus dell’epatite B 
HCC  epatocarcinoma 
HCV  virus dell’epatite C 
HIV  virus dell’immunodeficienza umana 
HVR  hypervariable region, regione ipervariabile 
ICTV  International Committee on Taxonomy of Viruses, Commissione 
internazionale per la tassonomia dei virus 
IFN  interferone 
Ig  immunoglobuline 
IL  interleuchine 
IRP  immune risk phenotype, fenotipo di rischio mmunitario 
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KLRG-1 killer lectin receptor G1 
LY  linfoma 
MHC  complesso maggiore di istocompatibilità 
MM  mieloma multiplo 
NFkB  nuclear factor k-B 
NK  cellule natural killer 
nt  nucleotidi 
ORF  open reading frame, cornice di lettura aperta 
PBMC  peripheral blood mononuclear cells 
PCR  reazione polimerasica a catena 
RDA  analisi di rappresentazione differenziale 
SAV  small anellovirus 
SISPA  sequence-independent single-primer amplification  
SLE  lupus eritematoso sistemico 
SS  sclerosi sistemica 
TCR  recettore delle cellule T 
TLR9  toll like receptor 9 
TMO  trapianto di midollo osseo 
TNFα  fattore di necrosi tumorale α 
TTMDV Torquetenomidivirus 
TTMV  Torquetenominivirus 
TTV  Torquetenovirus 








Torquetenovirus (TTV) è il prototipo di un vasto gruppo di agenti virali, 
globalmente diffusi nel mondo, che instaurano infezione cronica senza apparente 
malattia in circa 2/3 della popolazione generale. I livelli ematici di TTV variano da 
individuo ad individuo (da 10
2
 a più di 10
8
 genomi per ml di plasma) e si 
mantengono stabili o subiscono ampie fluttuazioni. Recenti osservazioni 
suggeriscono che tali variazioni possono dipendere dall’assetto del sistema 
immunitario dell’ospite infettato e che la capacità di replicazione del virus correla 
con lo status dell’immunità. In questo studio di tesi, la presenza e i livelli di TTV 
sono stati monitorati mediante real-time PCR nel sangue periferico di soggetti 
sottoposti a trapianto autologo di cellule staminali ematopoietiche e di pazienti 
con infezione da HIV. La replicazione di TTV è stata correlata con vari parametri 
immunologici fra i quali alcune sottopopolazioni linfocitarie, la cui espansione nel 
post-trapianto e/o in corso d’infezione è ritenuta indicativa di uno status d’alterata 
funzionalità del sistema immune. Nei soggetti ematologici, l’incremento post-
trapianto della viremia di TTV è risultato influenzato dalla gravità 
dell’immunodepressione e correlava significativamente nel tempo con l’espansione 
dei linfociti T CD8+57+. Nei pazienti sieropositivi, i titoli di TTV erano 
direttamente correlati ai livelli pre-trattamento di HIV ed al numero e alla 
percentuale dei linfociti B CD21-27-
 
circolanti. Inoltre, nei pazienti divenuti 
negativi per HIV RNA in seguito a terapia anti-retrovirale, i titoli medi di TTV 
risultavano più bassi nei soggetti che ricostituivano immunologicamente rispetto a 
quelli in cui la ricostituzione non avveniva. In conclusione, i risultati dello studio 
dimostrano che la misurazione della viremia di TTV può rappresentare un valido 











Torquetenovirus (TTV) is the prototype virus of a broad group of virures 
extremely common in humans, sustaining an easily demonstrable and measurable 
chronic plasma viremia in over 90% of people regardless of age, gender, health 
conditions, and geographical origin. TTV titres in plasma sample can have broad 
fluctuations or remain rather stable over protracted periods of time but the level 





copies of viral DNA per plasma ml). Recently, such variations have been observed 
being dependent on the immunological status of the host, since its replication 
ability is related with the immune system activity. In this research project, presence 
and loads of TTV have been determined by real-time PCR in peripheral blood of 
immunocompromised subjects constituted by patients undergoing an autulogous 
stem cells transplantation and HIV infected patients. TTV replication has been 
related with the expansion of some lymphocytes subpopulations that is known to 
occurs after bone marrow transplantation and during some chronic infections. 
Such expansions of specific uncommon subpopulations are indicative of immune 
dysfunction. In transplanted patients, TTV viremia increased post-transplant 
depending on immunodepression severity. The levels of circulating CD8+CD57+ T 
lymphocytes also increased post-transplant and this increase correlates temporally 
with the increase in the loads of TTV. In HIV positive patients, TTV loads were 
positively correlated with the levels of HIV before the therapy treatment. They 
also correlated with both number and percentage of CD21-CD27- B lymphocytes. 
Moreover, among patients undergoing antiretroviral therapy for 12 months, thus 
reaching undetectable levels of HIV RNA in peripheral blood, TTV loads were 
significantly lower in those subjects who were also having immune functions 
recovery in comparison of those that, despite therapy, displayed a very low T 
CD4+ cells count. In conclusion, we showed that monitoring TTV plasma levels 
over time might indeed help in determining when the patients’ immune system 







































Dopo 13 anni dalla scoperta del Torque teno virus (TTV), più di 200 sequenze 
complete o parziali di genomi virali assimilabili a TTV sono state caratterizzate 
nell’uomo e in diverse specie animali. Queste sequenze appartengono tutte a virus 
molto semplici, caratterizzati da un genoma circolare a singolo filamento di DNA, 
che tuttavia mostrano una variabilità genetica notevole con divergenze molto 
elevate sia a livello nucleotidico sia aminoacidico tra i diversi isolati. Dato il 
notevole aumento delle sequenze depositate in banca dati e l’identificazione di 
nuovi virus simili a TTV, l’ICTV (International Committee on Taxonomy of 
Viruses) ha istituito da quest’anno la nuova famiglia degli Anelloviridae che consta 




Tab. 1 Nuova classificazione degli Anellovirus secondo l’ICTV.  
 
Il membro più rappresentativo e meglio caratterizzato della famiglia Anelloviridae 
è TTV, il quale è stato scoperto nel 1997 con una tecnica sottrattiva su campioni di 





























Alphatorquevirus Torquetenovirus 1-29 TTV 
Betatorquevirus Torqueteno mini virus 1-9 TTMV 
Deltatorquevirus Torqueteno tupaia virus  
Epsilontorquevirus Torqueteno tamarin virus  
Etatorqeuvirus Torqueteno felis virus  
Gammatorquevirus Torqueteno midi virus 1-2 TTMDV 
Iotatorquevirus Torqueteno sus virus  
Thetatorquevirus Torqueteno canis virus  




siero di un paziente con epatite post-trasfusionale ad eziologia sconosciuta 
(Nishizawa et al. 1997). L’acronimo TTV derivato in un primo momento dalle 
iniziali del paziente, ha col tempo assunto differenti significati (es. transfusion 
trasmitted virus) fino alla definitiva definizione di Torquetenovirus, dai termini 
latini torques, collana e tenuis, sottile che rimandano alle caratteristiche del suo 
genoma. Dall’iniziale identificazione di una sequenza di 550 nt, si è ben presto 
arrivati alla caratterizzazione di numerosi virus dall’ampia eterogeneicità genetica: 
2 genotipi di TTV sono stati identificati nel 1998 da Okamoto e collaboratori, un 
terzo l’anno seguente (Biagini et al. 1999; Mushahwar et al. 1999) fino ad arrivare 
ai 23 genotipi riconosciuti nel 2001 (Okamoto e Mayumi 2001a). La 
caratterizzazione nel tempo di intere sequenze del virus ha poi consentito di 
riconoscere 5 principali genogruppi di TTV, con divergenza nucleotidica maggiore 
del 45%, ciascuno dei quali comprendente un numero elevato e variabile di 
genotipi. Tale classificazione in genogruppi, anche se recentemente revisionata, è 
ancora operativamente utilizzata dal punto di vista pratico per la definizione in 
PCR degli isolati di TTV presenti nel singolo individuo infettato (Fig. 1). 
Nonostante questa elevata divergenza, l’organizzazione genomica dei TTV è 
strutturalmente simile, con una lunghezza media di 3800 nt, tre o più ORF 
parzialmente sovrapposte e una regione non tradotta particolarmente ricca in GC. 
La caratterizzazione nel 2000 di sequenze di anellovirus più corte ha portato 
all’identificazione di virus differenti ma strettamente correlati a TTV. Tali virus 
sono stati chiamati TTV-like mini virus (TTMV), hanno genomi lunghi in media 
2800 nt ma una organizzazione e una eterogeneità genetica molto simile a quella 
dei TTV (Takahashi et al. 2000b; Biagini et al. 2001b). Nel 2005 è stato poi 
identificato un nuovo anellovirus denominato “small anellovirus” dato che era 
caratterizzato da sequenze circolari di 2200 e 2600 nt (Jones et al. 2005) e da una 
regione non codificante di ridottissime dimensioni. Sequenze correlate a SAV sono 
state poi identificate nel 2007. Tali sequenze, di circa 3200 nt (cioè di dimensioni 
intermedie tra TTV e TTMV; Ninomiya et al. 2007a; 2007b) sono state 
dimostrate appartenere ad un nuovo anellovirus, definito TTMDV 
(Torquetenomidivirus) caratterizzato da un’ alta omologia con SAV ma da questo 




suggerito che SAV possa essere una forma mutante deleta di TTMDV. Gli 
anellovirus sono stati isolati anche in numerose specie animali: scimpanzé 
(Verschoor et al. 1999); macachi e altri primati, tupaia, cani, gatti, maiali (Leary et 
al. 1999; Abe et al. 2000; Cong et al.2005; Okamoto et al. 2000a, 2001b, 2002; 
McKeown et al. 2004; Bigarre at al. 2005; Biagini et al. 2007). Gli anellovirus 
animali sono altamente divergenti da quelli umani sia per sequenze che per 
dimensioni del genoma, anche se alcuni fanno eccezione clusterizzando dal punto 
di vista filogenetico fra gli anellovirus umani (Fig. 1; Biagini, 2009). 
 
 






Sebbene la scoperta di TTV sia piuttosto recente, è chiaro che il virus circola da 
tempo nella popolazione umana ed è quindi ben adattato all’uomo. A parziale 
conferma di ciò, le infezioni da TTV sono altamente prevalenti anche in soggetti 
sani e il virus, caratteristica assolutamente peculiare in ambito virologico, è in 
grado di sostenere una viremia protratta e persistente, anche indefinitamente, 
nell’individuo che infetta. Queste peculiarità hanno però da sempre rappresentato 
un grosso scoglio alla dimostrazione di una possibile associazione causale di TTV 
con patologie dell’uomo, tanto che da molti il virus è ancor oggi considerato 
apatogeno (Griffiths 1999; Simmonds et al. 1999). Più giusto però è considerare 
TTV come un virus orfano, dato che non può con certezza essere escluso un ruolo 
patologico diretto o indiretto di qualcuno dei molti genotipi di TTV nell’eziologia 
di malattie criptogenetiche dell’uomo (Maggi et al. 2003a, 2007; Okamura et al. 
2000; Sugiyama et al. 2000; Tokita et al. 2002a) 
 
a) Scoperta e caratterizazione del virus 
Nel 1997 Nishizawa et al. trovarono un DNA sconosciuto in un paziente 
giapponese (le cui iniziali erano T.T.) ricoverato per un intervento al cuore con 
conseguente epatite post-trasfusionale a eziologia sconosciuta (Nishizawa et al. 
1997). Utilizzando la tecnica dell’analisi di rappresentazione differenziale (RDA) 
(Lisitsyn et al. 1993) le sequenze di DNA ritrovate nel siero del paziente durante il 
picco delle transaminasi vennero confrontate con quelle presenti prima 
dell’intervento chirurgico e delle trasfusioni di sangue, permettendo di identificare 
sequenze di 500 nt rilevabili solo nel periodo di epatite acuta. Tra queste, la 
sequenza del clone N22 fu depositata in banca dati il 2 ottobre 1997 (Nishizawa 
et al. 1997). Data la sua scarsa omologia con le altre sequenze già presenti e dato 
che primer specificatamente disegnati su di essa non amplificavano genoma umano 
si ipotizzò la sua origine virale. Inoltre, essendo sensibile alla nucleasi Mung-bean 
ma resistente alla RNasi A e all’enzima di restrizione Nde-I si pensò che fosse un 
virus a DNA a singolo filamento (Nishizawa et al. 1997; Okamoto et al. 1998b) e 




invariata dopo trattamento con tween-80 (Okamoto et al. 1998b). Dopo una 
prima estensione della sequenza a 3739 nt (Okamoto et al. 1998b) e una 
successiva caratterizzazione della regione terminale ricca in GC (Miyata et al. 1999; 
Mushahwar et al. 1999), si arrivò alla dimostrazione della natura circolare del 
genoma di TTV (Okamoto et al. 1999b; 1999c). Attraverso esperimenti di 
ibridazione con molecole di RNA a polarità positiva e successiva digestione, è 
stato poi osservato che il DNA virale ha polarità negativa (Mushahwar et al. 
1999). 
La densità in cloruro di cesio è di 1,31-1,33 g/cm
3
 per la particella di TTV 
purificata dal siero mentre per quella ottenuta dalle feci risulta di 1,33-1,35 g/cm
3
 
(Okamoto et al. 1998a ). Ciò si spiega col fatto che le particelle in circolo formano 
immunocomplessi con le IgG (Itoh et al. 2000) mentre nelle feci sono presenti 
solo virioni liberi (Itoh et al. 2000; Tsuda et al. 1999). Il virione di TTV è sferico, 
privo di envelope, con capside probabilmente icosaedrico e diametro compreso 
tra 30-32 nm. E’ particolarmente resistente a detergenti come il tween-80 
(Okamoto et al. 1998a), a solventi e al calore secco (62°C per 96 h) ed è stato 
inoltre rinvenuto anche in campioni di bile (Ukita et al. 1999) confermando cosi 
l’assenza di un involucro lipidico esterno.  
Le informazioni sull’organizzazione del genoma di TTV derivano 
principalmente dal sequenziamento dei diversi isolati, dato che il virus non è 
coltivabile ed i profili di espressione delle proteine sono poco caratterizzati, e dal 
confronto di tali sequenze con quelle di virus simili ma meglio caratterizzati come 
alcuni membri della famiglia Circoviridae. La regione codificante occupa due terzi 
del genoma (Kamada et al. 2004; Suzuki et al. 2004). I due geni maggiori (ORF1 e 
2) sono localizzati nell’antigenoma (filamento complementare positivo del 
genoma), hanno cornici di lettura differenti e sono parzialmente sovrapposti e la 
loro lunghezza varia fra i differenti isolati di TTV. Il gene ORF1 di TTV codifica per 
una proteina di circa 770 aa che, in omologia con quanto osservato per la 
proteina capsidica di CAV (VP1) (Okamoto et al. 1998b), sembra svolgere funzioni 
strutturali ma anche di replicasi vista la presenza di un tratto di circa 100 
aminoacidi molto ricco in arginina che in virtù della sua natura idrofilica potrebbe 




C-terminale del gene ORF-1 si può riscontrare la presenza di due motivi 
aminoacidici tipici delle replicasi Rep, (molto conservati tra i circovirus animali e 
vegetali), che vengono utilizzati dai virus a DNA che si replicano mediante il 
meccanismo a cerchio rotante. Inoltre nella ORF-1 sono stati identificati potenziali 
siti di glicosilazione e tre regioni ipervariabili (HVR 1, 2 e 3) che, avendo numero e 
localizzazione molto variabili tra i vari isolati virali, possono conferire proprietà 
biologiche ed antigeniche diverse alle varie proteine ORF-1 (Hijikata et al. 1999). Il 
gene ORF-2 sembra codificare per una proteina non strutturale di circa 120 
amminoacidi probabilmente coinvolta anche nella replicazione virale. 
Recentemente Zheng et al. (2007) hanno dimostrato che la proteina ORF-2 di un 
TTV di genogruppo 3 può interferire con l’attività dell’NF-kB forse impedendo la 
sua traslocazione nel nucleo in virtù della sua potenziale attività fosfatasica (Peters 
et al. 2002). Dall’analisi della sequenza di molti isolati, TTV risulta spesso 
contenere altre due piccole ORF, denominate a e b, di cui la prima è altamente 
conservata mentre la seconda è piuttosto variabile (Tanaka et al. 2000b; Kakkola 
et al. 2002). L’espressione in cellule COS1 dell’intero genoma di TTV inserito in un 
plasmide ha permesso di identificare la presenza di 3 mRNA genomici di 3 kb, 1,2 
kb e 1 kb con sequenze terminali comuni che sono in grado di codificare proteine 
di 286 e 289 aa (Kamahora et al. 2000). Questi mRNA che presentano polarità 
antigenomica ed hanno il sito di poliadenilazione al 3’ e il sito cap al 5’ sono stati 
osservati anche in cellule del midollo osseo in attiva replicazione di soggetti infetti 
(Okamoto et al. 2000d). Lo studio dei potenziali siti di splicing ha permesso così 
di individuare nuovi geni detti ORF-4 e ORF-5 capaci di originare tali mRNA 
tramite ricombinazione. Il messaggero più lungo conterrebbe per intero il gene 
ORF-1, mentre i due mRNA più corti risulterebbero dalla combinazione di 
porzioni dell’ORF-2 con l’ORF-4 e l’ORF-5. Le funzioni delle proteine tradotte 
dalla ORF-3 (o ORF 2-4) e dalla ORF 2-5 non sono ancora state ben definite ma 
l’ORF3 codifica anche per una proteina di 105 aa che può indurre l’apoptosi di 
linee cellulari derivate da carcinoma epatocellulare umano (Kooistra et al. 2004) 
in modo analogo all’apoptina di CAV. Dalla sequenza nucleotidica di alcuni isolati 
di TTV possono essere dedotte altre ORF, ma il loro significato funzionale rimane 




Nonostante l’elevata divergenza nucleotidica che si riscontra nelle regioni 
codificanti, regioni altamente conservate sono state ritrovate nella parte non 
tradotta (UTR), lunga circa 1,2 kb, che contiene i promotori e i siti di splicing. 
L’UTR contiene un tratto costituito per il 90% da residui di guanina e citosina e 
con una elevata omologia con CAV (Miyata et al. 1999), e sequenze che devono 
rivestire una particolare importanza per la sopravvivenza del virus in quanto sono 
particolarmente conservate in tutti i ceppi di TTV e che per questo motivo sono 








Tramite l’uso di primer basati sulla regione conservata non tradotta sono state 
identificate numerose varianti con elevata variabilità genetica (Hallett et al. 2000; 
Hijikata et al. 1999b; Khudyakov et al. 2000; Muljono et al. 2001; Okamoto et al. 
1999a, c, d, 2000d, 2001; Peng et al. 2002; Takahashi et al. 2000a; Ukita et al. 




principali genogruppi con differenze superiori al 50% (Okamoto et al. 2004; Peng 
et al. 2002). Tale variabilità genetica riguarda principalmente la regione genomica 
codificante di TTV, ed è massima nella zona centrale della ORF-1 dove sono stati 
identificati almeno tre segmenti ipervariabili che presentano molte inserzioni e 
delezioni, ed una diversità a livello amminoacidico tra i vari isolati che supera il 
70% (Erker et al. 1999; Hijikata et al. 1999; Takahashi et al. 1998b). I motivi 
all’origine di questa vasta diversificazione genetica non sono noti, anche se si 
attribuisce molta importanza all’uso di polimerasi cellulari con scarsa attività di 
correzione e a fenomeni di ricombinazione, che sembra avvengano più 
frequentemente a livello dell’UTR. Infatti, anche se esistono isolati (genotipo 12 e 
13) che non mostrano particolari variazioni anche per lunghi periodi (2-8 anni) 
(Ukita et al. 2000), le regioni HVRs presentano un grado elevato di variabilità in 
soggetti con infezione cronica e in particolare durante la fase acuta dell’infezione, 
forse come parte dei meccanismi con cui il virus sfugge alla risposta immunitaria 
(Nishizawa et al. 1999), in modo simile a quanto osservato nelle HVR di HCV e 
V3 di HIV. La frequenza con cui si verificano sostituzioni nucleotidiche in certe 
regioni del genoma (7,3x10
-4
 per sito per anno nelle HVRs di SENV), è 
paragonabile a quella osservata nei virus ad RNA ed è circa 10 volte maggiore di 
quella di virus a DNA come il virus dell’epatite B (HBV; Umemura et al. 2002). In 
isolati dello stesso genotipo e in isolati di genotipo diverso sono stati identificati 19 
siti di ricombinazione omologa di cui 13 localizzati all’interno della UTR che 
potrebbe quindi rivestire una certa importanza anche nell’ampliare l’eterogeneità 
genetica (Worobey, 2000; Biagini et al. 2001b; Manni et al. 2002; Erker et al. 
1999; Hijikata et al. 1999) soprattutto se si considera che la coinfezione con diversi 
isolati di TTV è l’evenienza più comune (Worobey, 2000; Niel et al. 2000; White 
et al. 2000). 
 
c) Replicazione 
Il recettore di ingresso è sconosciuto ma il genoma di TTV è stato ritrovato in 
un numero elevato di campioni biologici diversi, indicando come esso possa 
infettare un ampio spettro di tipi cellulari, probabilmente riconoscendo recettori 




potrebbero mostrare un diverso tropismo tramite l’utilizzo di specifici corecettori. 
In base alle analogie che TTV condivide con alcuni virus che infettano gli animali 
come CAV e il circovirus porcino di tipo 2 (PCV2), nel cui genoma non sono state 
identificate sequenze codificanti per DNA polimerasi o per retrotrascrittasi, si 
pensa che la replicazione sia strettamente dipendente da enzimi di origine 
cellulare. Inoltre i circovirus sembrano privi di sequenze capaci di alterare il ciclo 
della cellula ospite (Todd et al. 2001) e possono propagarsi nelle cellule linfoidi 
attivate, suggerendo che la loro replicazione dipenda dallo stato di attivazione 
della cellula, e in particolare da proteine prodotte durante la fase S del ciclo 
cellulare (Fields, 1996). Anche TTV sembra preferire cellule in attiva divisione per 
la sua replicazione: è stata infatti dimostrata la capacità del virus di replicarsi 
attivamente in cellule del fegato, del midollo osseo (Okamoto et al. 2000d; 
Okamoto e Mayumi, 2001) e in cellule linfoidi stimolate (Maggi et al. 2001a; 
Mariscal et al. 2002). Il processo replicativo avviene probabilmente nel nucleo, 
ma le modalità biosintetiche e di assemblaggio del virione non sono al momento 
note. In analogia ai virus vegetali e batterici con DNA monocatenario circolare, e 
per la presenza nella ORF-1 di regioni codificanti per alcuni motivi aminoacidici 
tipici delle proteine REP (Erker et al. 1999), è stato proposto un meccanismo a 
cerchio rotante che porterebbe alla formazione di un intermedio replicativo a 
doppio filamento circolare. Anche se nelle cellule del fegato e del midollo osseo 
sono stati osservati intermedi replicativi di TTV costituiti da un doppio filamento 
di DNA (Okamoto et al. 2000d), nel genoma di TTV manca però la tipica 
sequenza nonanucleotidica indispensabile per l’innesco della replicazione a rolling-
circle (Erker et al. 1999). Anche l’ipotesi di un intermedio a RNA (come avviene 
per HBV) sembra improbabile per la mancanza dei motivi tipici delle 
retrotrascrittasi (Nishizawa et al. 1999) e, considerando l’elevata eterogeneità 
genetica che contraddistingue i TTV (Umemura et al. 2002), pare assai più 
probabile l’utilizzo di una polimerasi di origine cellulare con scarsa attività di 
“correzione di bozze”. Dopo la trascrizione e l’assemblaggio delle proteine virali si 
ha la liberazione dei virioni maturi che, essendo privi di pericapside dovrebbero 
essere rilasciati per lisi. Resta quindi da valutare la compatibilità della lisi cellulare 




d) Patogenesi e Risposta immunitaria dell’ospite 
Il virus penetra nell’ospite attraverso molteplici porte d’ingresso (il tratto 
respiratorio, il sistema gastro-intestinale, l’apparato genitale, la placenta) e dopo 
poche settimane è rilevabile nel sangue. Dopo l’infezione (naturale e 
sperimentale), la viremia è evidente dopo 5-8 settimane dall’esposizione e spesso 
rimane evidenziabile anche per lunghi periodi di osservazione (Mushahwar et al. 
1999; Tawara et al. 2001). 
L’infezione nell’uomo è caratterizzata da una viremia persistente per tutta la vita 
nell’80% dei soggetti infettati (Takayama et al. 1999b; Ali et al. 2002; Lefrère et 







copie/ml di plasma (Hu et al. 2005; Pistello et al. 2001) che possono mostrare 
ampie fluttuazioni o mantenersi relativamente stabili nel tempo (Ball et al. 1999; 
Matsumoto et al. 1999). Uno studio sulla cinetica della clearence di TTV suggerisce 
che sia necessaria una produzione maggiore di 10
10
 virioni al giorno per mantenere 
questi livelli di viremia (Maggi et al. 2001b), indicando cosi che il virus non rimane 
latente nella cellula ospite in forma episomiale o integrata come osservato per altri 
virus a DNA (Tanaka et al. 2000a; Yu et al. 2002). Grazie alla ibridazione in situ e 
alla PCR quantitativa è stato dimostrato che TTV replica nel fegato (Ohbayashi et 
al. 2001; Rodriguez-Iñigo et al. 2000; Okamoto et al. 2000e; Luo et al. 2000; 
Nakagawa et al. 2000; Ukita et al. 1999). L’escrezione nella bile può essere la 
principale fonte di diffusione di TTV tramite il tratto gastrointestinale. Comunque 
sembra che la replicazione del virus non sia limitata al fegato, infatti, forme 
replicative di DNA a doppio filamento e mRNA sono stati ritrovati anche nel 
polmone e nel pancreas (Okamoto et al. 2001), nel midollo osseo (Fanci et al. 
2004; Kikuchi et al. 2000; Okamoto et al. 2000b), nella milza (Okamoto et al. 
2001; Jelcic et al. 2004) e in altri tessuti linfoidi (Kakkola et al. 2004). Il DNA di 
TTV si ritrova frequentemente nei PBMC (Barril et al. 2000; Lopez-Alcorocho et 
al. 2000; Okamoto et al. 1999a, 2000c; Okamura et al. 1999) in cui mostra un 
ampio tropismo essendo presente non solo nei linfociti T e B, nei monociti e nelle 
NK (Maggi et al. 2001a; Takahashi et al. 2002; Zhong et al. 2002) ma anche nei 
granulociti e negli altri polimorfonucleati (Maggi et al. 2001a; Takahashi et al. 




persistenti come il virus dell’epatite B, il virus dell’epatite C e il virus 
dell’immunodeficienza umana. L’emivita di TTV è stata stimata essere di circa 6 
ore (Maggi et al. 2001b), con la produzione di almeno 10
10
 virioni al giorno e con 









HBV 1,2 giorni >1,7x10
13 
Whalley et al. 2001 
HCV 2,7 ore >1,3x10
12 
Neumann et al. 1998 
HIV <1 ora >9,8x10
9 
Ramratnam et al. 1999 
TTV 6,5 ore >3,8x10
10 
Maggi et al. 2001b 
 
Tab. 2 Confronto della viremia plasmatica di TTV con quelle di altri virus 
persistenti. 
 
L’infezione viene frequentemente contratta durante la prima infanzia. La presenza 
di coinfezioni o di varianti multiple di TTV in circolo sono risultate frequenti, con 
percentuali del 65% rilevate nei bambini di età inferiore ai sette anni, e addirittura 
del 90% in soggetti adulti sani (Ukita et al. 2000; Saback et al. 2002; Maggi et al. 
2005) suggerendo la presenza di meccanismi di evasione immune evoluti da TTV 
per stabilire infezioni persistenti in individui immunocompetenti. Le IgM 
compaiono dopo 10-12 settimane, rimangono dimostrabili nel sangue per qualche 
tempo e poi scompaiono. Le IgG invece sono prodotte dopo qualche settimana e 
tendono a persistere per anni (Tsuda et al. 2001) o indefinitamente tanto che 
anticorpi verso il virione (Tsuda et al. 1999) o verso la proteina ricombinante 
ORF1 (Handa et al. 2000; Ott et al. 2000) si ritrovano in soggetti viremici e non 
viremici. Anche se spesso le particelle di TTV formano immunocomplessi con le 




associazione con patologie da deposito di immunocomplessi come la 
glomerulonefrite e, in alcuni casi, è stata riportata la riduzione del titolo virale in 
seguito alla formazione di questi immunocomplessi (Tsuda et al. 1999). In 
generale, tuttavia, la produzione di anticorpi non è però sufficiente a contrastare 
l’infezione; la viremia, infatti, persiste nonostante la presenza di alti titoli 
anticorpali e, come si è detto, sono molto frequenti le superinfezioni con ceppi 
virali diversi.  
 
e) Associazione con le malattie 
Anche se l’espressione dell’ORF-1 del genotipo 1 in topi transgenici con 
conseguente produzione di una proteina ricombinante, provoca cambiamenti 
patologici nei reni interferendo con la differenziazione delle cellule epiteliali renali 
(Yokoyama et al. 2002), e frammenti subgenomici di TTV trovati nel siero umano 
potrebbero avere dei ruoli nelle malattie come i geminivirus delle piante (Leppik 
et al. 2007), l’elevata prevalenza degli anellovirus nella popolazione generale 
rende difficile l’interpretazione di questi ritrovamenti e rende particolarmente 
difficile mettere in relazione TTV con la patologia osservata nell’individuo 
infettato (Griffiths, 1999; Mushahwar, 2000). Ad oggi, nonostante vari studi, non 
è stata dimostrata alcuna chiara relazione tra TTV e patologie come l’anemia 
aplastica, la crioglobulinemia, il lupus eritematoso, la psoriasi (Kikuchi et al. 2000; 
Cacoub et al. 2003; Maggi et al. 1999; Toyoda et al. 2000). Deboli correlazioni 
sono invece emerse in pazienti affetti da diabete, fibrosi polmonare idiopatica, 
artrite reumatoide ed emodializzati con bassi livelli di emoglobina e scarsa risposta 
al trattamento con eritropoietina (Gallian et al. 1999; Bando et al. 2001; Boysen 
et al. 2003; Hirata et al. 1998).  
 
i) Possibile associazione di TTV con le malattie epatiche 
Varie indicazioni, soprattutto subito dopo la sua identificazione, 
suggerivano fortemente l’associazione di TTV con forme di epatite acuta e/o 
cronica: a) dopo l’isolamento iniziale, sequenze di TTV furono ritrovate in 3 di 5 
pazienti con epatite post-trasfusionale a eziologia sconosciuta (Nishizawa et 




e inoculato in uno scimpanzé,  induceva un brusco aumento delle GST e delle ALT 
(Tawara et al. 2000); c) correlazioni fra viremia di TTV ed andamento delle 
transaminasi sono state frequentemente riportate (Cleavinger et al. 2000; Forns et 
al. 1999; Fujiwara et al. 1998; Ikeda et al. 1999; Itoh et al. 1999a; Jiang et al. 
1999; Kanda et al. 1999b; Lefrère et al. 1999; Luo et al. 1999; Naoumov et 
al.1998; Okamura et al. 2000; Shibata et al. 2000; Tanaka et al. 1999); d) alcuni 
studi dimostravano un maggior tropismo per il fegato e quindi una maggior 
capacità patogena a questo livello solo di alcuni genotipi di TTV, in particolare del 
genotipo 1 (Okamura et al. 2000; Sugiyama et al. 2000; Moriyama et al. 2001; 
Tokita et al. 2001a; 2001b; 2001c; Tokita et al. 2002b) e dei genotipi 12 e 16 
(Unemura et al. 2001). Tuttavia, mentre molti lavori rafforzavano la suggestione 
di una relazione tra la prevalenza o il titolo di TTV e vari disordini epatici 
(Foschini et al. 2001; Charlton et al. 1998; Ikeda et al. 1999; Kanda et al. 1999; 
Okamura et al. 2000; Tanaka et al. 1998, 2000; Tuveri et al. 2000; Takayama et 
al. 1999), molti altri sembravano contraddire questa relazione (Hijikata et al. 
1999a; Hsieh et al. 1999; Naoumov et al. 1998; Niel et al. 1999; Prati et al. 1999; 
Viazov et al. 1998). Inoltre, scimpanzé naturalmente o sperimentalmente infettati 
con TTV non mostravano sempre evidenze biochimiche od istologiche di danno 
epatico (Mushahwar et al. 1999; Verschoor et al. 1999). Non è neppure stato 
chiaramente dimostrato un reale contributo di TTV nel determinare danno al 
fegato quando presente in associazione con altri agenti epatotropici come il virus 
dell’epatite C (HCV) ed il virus dell’epatite B (HBV) (Giménez-Barcons et al. 1999; 
Irving et al. 1999; Lefrère et al. 1999; Matsumoto et al. 1999; Oguchi et al. 1999; 
Berg et al. 1999; Gad et al. 2000; Kao et al. 2000). Al contrario, Tokita et al. 
(2002b) hanno riportato che alti titoli di TTV erano indipendentemente associati 
con lo sviluppo di epatocarcinoma ed avevano valore prognostico nei pazienti 
con epatite cronica da HCV. Questo fatto può essere spiegato assumendo che TTV 
abbia un effetto negativo sulla progressione della malattia cronica oppure che un 
sistema immunitario compromesso da HCV determini l’aumento del titolo virale 
di TTV come avviene nel caso di HIV in cui a bassi valori dei CD4+ corrispondono 
alti titoli di TTV (Christensen et al. 2000; Shibayama et al. 2001). Dato che Zein et 




scompensata e HCC piuttosto che in quelli con epatite cronica e cirrosi 
compensata, è probabile che TTV giochi un ruolo nello sviluppo della cirrosi e 
delle sue complicanze. Comunque, nonostante le evidenze di una sua replicazione 
nel fegato, TTV non può oggi essere considerato un virus responsabile di forme di 
epatite (Matsumoto et al. 1999; Kao et al. 2000; Shang et al. 2000; Ali et al. 
2002). 
 
ii) Possibile associazione con le malattie respiratorie 
La replicazione di TTV è stata dimostrata anche nel tratto respiratorio 
(Okamoto et al. 2001; Bando et al. 2001). Sono state indagate quindi anche le 
eventuali correlazioni fra infezione da TTV e patologie respiratorie. In un 
neonato, la comparsa di rinite coincideva con l’infezione da TTV (Biagini et al. 
2003) e in uno studio condotto su bambini ospedalizzati per bronchiettasie o 
malattie respiratorie acute sono stati osservati titoli di TTV più alti rispetto ai 
controlli sani (Maggi et al. 2003a, 2003b; Pifferi et al. 2006) e comunque più 
elevati in pazienti con broncopolmonite rispetto a quelli dei soggetti affetti da 
malattie repiratorie meno gravi (Maggi et al. 2003b). Inoltre i bambini con alti 
titoli del virus nel naso mostravano anche valori spirometrici peggiori, suggerendo 
un qualche ruolo di TTV nella patogenesi dell’asma (Pifferi et al. 2005). Bando et 
al. (2008) ha riportato l’influenza di TTV nella prognosi della fibrosi polmonare 
idiopatica e nell’insorgenza del tumore polmonare come complicanza della 
malattia. Rimane impossibile stabilire se TTV sia la causa o il risultato delle 
malattie del tratto respiratorio (di cui spesso è sconosciuto il fattore scatenante) 
anche se è stato ipotizzato un suo ruolo immunomodulante in grado di modulare 
la risposta immunitaria in direzione Th2, che come è noto rappresenta un 
meccanismo di sviluppo dell’asma (Pifferi et al. 2005). 
 
iii) Possibile associazione con disordini ematologici e tumori 
Un alto tasso di replicazione di TTV nel midollo osseo è stato correlato 
con lo sviluppo di anemia aplastica associata ad epatite ad eziologia sconosciuta 
(Kikuchi et al. 2000; Miyamoto et al. 2000; Brown et al. 1997), anche se dati 




(Poovorawan et al. 2001; Safadi et al. 2001). Il DNA di TTV è stato trovato nei 
linfociti circolanti, nei linfonodi di pazienti con linfomi a cellule B e con linfomi di 
Hodgkin (Garbuglia et al. 2003). Non è escluso che il virus, modulando le cellule 
T infette, possa in questo modo giocare un ruolo nella patogenesi del linfoma.  
Oltre al tumore epatocellulare, polmonare e ai linfomi, TTV è stato ritrovato in 
numerosi altri tessuti neoplastici (de Villiers et al. 2002) ma non esiste ad oggi 
nessuna plausibile associazione causale tra infezione da TTV e trasformazione 
cellulare o tumorigenesi. 
 
 
Quindi, a distanza di 13 anni dalla sua scoperta, TTV è ancora considerato un 
virus “orfano” che non sembra però comportarsi semplicemente come un 
componente inerte della flora microbica commensale dell’uomo. Resta quindi 
ancora ipotizzabile un ruolo di TTV nella patogenesi di alcune malattie respiratorie 
acute e croniche in età pediatrica e una capacità del virus di modulare l’assetto del 
sistema immunitario nell’ospite infettato. La presenza di alti livelli di TTV o di 
particolari tipi del virus potrebbero rappresentare i parametri virologici più 
significativamente correlati con l’ipotizzata capacità patologica di TTV. 
 
f) Diagnosi 
A causa della mancanza di efficaci sistemi di coltivazione (Kakkola et al. 2007; 
Leppik et al. 2007) e di test sierologici per la determinazione degli anticorpi e 
degli antigeni virali, le tecniche di laboratorio utilizzate per l’identificazione di TTV 
sono sostanzialmente basate su metodiche di amplificazione molecolare degli acidi 
nucleici (PCR o real-time PCR). Tuttavia, in considerazione dell’elevata prevalenza 
del virus, il riscontro della sola presenza di TTV nel sangue o in altri campioni ha 
scarsa utilità diagnostica. Più utile è quantificare il virus presente e determinare il 
tipo infettante. La notevole eterogeneità genetica che caratterizza tali virus ha reso 
critica la scelta della regione genomica da amplificare, infatti la regione che è stata 
inizialmente utilizzata come bersaglio dell’amplificazione (porzione N22 del gene 
ORF-1 (PCR N22) si è poi rivelata adatta soltanto per l’identificazione dei genotipi 




TTV sono disegnati su un segmento altamente conservato dell’UTR virale (PCR 
UTR o universale) e consentono l’amplificazione di tutti gli isolati conosciuti del 
virus (Okamoto et Mayumi, 2001) attraverso metodiche di Real-Time PCR o PCR 
competitiva (Kato et al. 2000; Nakagawa et al. 2000; Maggi et al. 2001a; 2001b; 
Moen et al. 2002a).  
Gli isolati virali individuati e quantificati con la Real- Time PCR universale possono 
essere in seguito caratterizzati con PCR genogruppo-specifiche dedotte da diverse 
regioni del genoma virale (Maggi et al. 2001b) che richiedono comunque la 
conferma tramite sequenziamento. La maggiore sensibilità dei saggi di 
amplificazione ha mostrato una prevalenza del virus estremamente più elevata di 
quella osservata all’inizio [dal 23 al 92% nello studio di Takahashi (1998a), dal 9 
al 50 % nello studio di Irving (1999) e dal 20 al 95 % in quello di Itoh (1999b)], 
anche se solo con lo sviluppo di test sierologici in grado di individuare anche 
forme pregresse di infezione si potrà valutare l’effettiva diffusione di TTV. 
Utilizzando come antigeni particelle virali intere o frammenti della proteina ORF1 
o ORF2 espressi in batteri, sono stati effettuati alcuni saggi di immunoblotting o di 
immunoprecipitazione combinata alla PCR, che hanno permesso di rilevare in sieri 
umani IgG dirette contro il virus e quantificare la percentuale di TTV 
immunocomplessato; inoltre, utilizzando come antigene l’intero TTV estratto da 
campioni fecali, sono state rilevate anche IgM specifiche (Nishizawa et al. 1999; 
Tsuda et al. 1999; 2001; Handa et al. 2000; Ott et al. 2000). Tali metodiche non 
hanno tuttavia fornito risultati riproducibili, visto che, nei diversi studi, dal 10% al 
98% dei soggetti sani sono risultati positivi per anticorpi anti-TTV di tipo G 
(Handa et al. 2000; Ott et al. 2000; Tsuda et al. 2001; Kakkola et al. 2002); ciò 
suggerisce che il tipo di antigene adoperato è in grado di influenzare 
notevolmente la prestazione del saggio sierologico. 
 
g) Epidemiologia  
TTV è globalmente diffuso nel mondo e può essere rilevato, sotto forma di 
infezione cronica, nel sangue di circa 2/3 della popolazione generale 
indipendentemente da origine etnica, età, condizioni socio-economiche ed altre 




Lampe, 2001). I primi studi di prevalenza, in cui era stata utilizzata la regione 
ORF-1 come bersaglio di amplificazione nelle reazioni di PCR, avevano segnalato 
una discreta diffusione del virus con differente percentuale a seconda dell’area 
geografica considerata (Niel et al. 1999): molto bassa in Stati Uniti e Nord Europa 
e molto elevata in Africa e Sud America (Prescott e Simmonds, 1998). La successiva 
introduzione della PCR universale ha mostrato però una distribuzione mondiale 
senza differenze significative fra le varie aree geografiche (Biagini et al. 2000; 
Biagini et al. 2001a; Matsubara et al. 2001; Niel e Lampe, 2001). Tuttavia anche 
con questa metodica la presenza di infezioni aviremiche, ma con TTV presente in 
altri tessuti e/o distretti (Maggi et al. 2001b; Pollicino et al. 2002), contribuisce 
ancora una volta a sottostimare l’effettiva diffusione di TTV. In tutti questi studi 
non è stata rilevata alcuna associazione della prevalenza di TTV con lo status 
clinico dei soggetti, né con il sesso, né con altre caratteristiche della popolazione 
analizzata, anche se i livelli di prevalenza tendono ad aumentare col crescere 
dell’età nel tempo raggiungendo l’apice in quella adulta (Davidson et al. 1999; 
Hsieh et al. 1999; Vasconcelos et al. 2002; Maggi et al. 2003a; Kazi et al. 2000; Li 
net al. 2002; Toyoda et al. 1999; Ninomiya et al. 2008; Chen et al. 1999; 
Davidson et al. 1999; Hsieh et al. 1999; Maggi et al. 1999; Oguchi et al. 1999; 
Yamada-Osaki et al. 1998). 
Una così elevata prevalenza dell’infezione presuppone che TTV sia altamente 
contagioso e che la sua diffusione avvenga attraverso molteplici vie di 
trasmissione. Fra queste, quelle sicuramente dimostrate includono la via 
parenterale (per l’elevata percentuale di positività nei soggetti esposti al sangue o 
agli emoderivati come gli emofilici, emodializzati, politrasfusi, talassemici, e 
tossicodipendenti), la via oro-fecale (per la presenza di TTV nelle feci di soggetti 
viremici) e la via materno-fetale (Morrica et al. 2000; Okamura et al. 1999; Hsieh 
et al. 1999; Yokozaki et al. 1999a). Tuttavia, la presenza del virus nella saliva, 
liquido spermatico, fluido vaginale, secrezioni nasofaringee e latte materno, indica 
altre possibili vie di trasmissione come quella sessuale (Gerner et al. 2000; Kazi et 
al. 2000; Inami et al. 2000; Liu et al. 2000; Martinez et al. 2000; Matsubara et al. 
2000; Matsubara et al. 2001; Schroter et al. 2000; Stark et al. 2000; Biagini et al. 




2002a; Davidson et al. 1999) ed aerea (Maggi et al. 2003a). La trasmissione aerea 
è suggerita anche dalla presenza di TTV a livello dell’epitelio respiratorio, nei 
polmoni, nelle tonsille e nelle adenoidi (Pollicino et al. 2002) e dalle alte 
concentrazioni che il virus può raggiungere in questi distretti. Particolare rilievo 
assume anche l’osservazione che numerosi animali da allevamento (bovini, suini, 
ovini e pollame) e da compagnia (cani e gatti) sono con frequenza portatori di 
virus identici o molto simili ai TTV dell’uomo (Leary et al. 1999; Okamoto et al. 
2002), sollevando quindi la possibilità di una trasmissione interspecie 
dell’infezione. Pochi studi hanno investigato la prevalenza dei differenti 
genogruppi/genotipi di TTV. Non è noto se essi siano trasmessi con differente 
efficienza ma appare certo che alcuni siano più diffusi di altri e che la loro 
distribuzione dipenda, almeno in parte, dall’area geografica (Gallian et al., 2000; 
Mikuni et al. 2002; Devalle e Niel, 2004; Pirovano et al. 2002b) o dal tipo di 
popolazione esaminata. Ad esempio il genotipo 1 appare più diffuso in Asia 
anzichè nei Paesi occidentali (Shibata et al. 2001; Umemura et al. 2001a) e i 
genotipi 22 e 23 sono prevalenti in Indonesia, ma praticamente assenti in 
Giappone (Muljono et al. 2001). Questi fatti tendono a suggerire una trasmissione 
differenziale dei diversi genotipi/genogruppi. 
 
 
2) TTMV E TTMDV 
 
a) Torquetenominivirus (TTMV) 
Scoperto accidentalmente nel 2000 da ricercatori giapponesi in soggetti sani, 
fu originariamente chiamato TTV-like mini virus (TLMV) per le sue somiglianze 
con TTV rispetto al quale però ha dimensioni inferiori (Takahashi et al. 2000b). La 
recente modifica del nome ha determinato la sostituzione dell’acronimo TLMV 
con TTMV (Biagini et al. 2005). La particella virale ha dimensioni inferiori ai 30 
nm tipici di TTV a cui corrisponde un genoma più corto costituito da una 
molecola circolare di DNA a singolo filamento lunga 2800-2900 nt a polarità 
negativa organizzato in modo simile a quello di TTV con una regione N-terminale 




(Biagini et al. 2001b, 2007, Okamoto et al. 2000a; Takahashi et al. 2000b) 
(Fig.3). L’omologia di sequenza fra TTMV e TTV è meno del 35% a livello 
nucleotidico. Le sequenze di TTMV hanno una variabilità del 42% a livello 
nucleotidico e del 67% a livello amminoacidico e sono raggruppate in diversi 
genogruppi. L’infezione è frequente nella popolazione generale (Biagini et al. 
2001b; Niel et al. 2001) con percentuali di prevalenza del 48-72% (Biagini et al. 
2006b; Moen et al. 2002; Niel et al. 2001) e sequenze virali, spesso appartenenti 
a più genotipi, sono rilevabili in molti fluidi e tessuti dell’ospite infettato come 
plasma, PBMC, feci, saliva, midollo osseo, milza, fluido vaginale (Biagini et al. 
2001b; Fornai et al. 2001; Thom et al. 2003; Vasconcelos et al. 2002). Nessuna 
malattia è al momento associata con sicurezza ai TTMV sebbene sia stato 
ipotizzato un loro ruolo in alcune gravi patologie renali. Il solo approccio 
diagnostico oggi utilizzabile è la ricerca dell’acido nucleico virale mediante saggi di 
PCR o real-time PCR che prevedono l’amplificazione di una porzione dell’UTR 
(Biagini et al. 2001a). 
 
Fig. 3 Organizzazione e dimensioni dei genomi virali di isolati rappresentativi dei 





b) Torquetenomidivirus (TTMDV) 
Due ceppi di virus simili a TTV sono stati trovati per la prima volta nel sangue 
di pazienti con sintomi di infezione virale acuta (Jones et al 2005) utilizzando la 
sequence independent single primer amplification (SISPA) e denominati Small 
anellovirus SAV-1 e SAV-2. Avevano un genoma circolare a DNA rispettivamente 
di 2249 nt con 3 ORF e di 2635 nt con 5 ORF. In particolare la ORF-2 presenta 
un motivo simile a CAV come riscontrato nei TTV e nei TTMV (Andreoli et al. 
2006) (Fig.3). La variabilità genomica tra i vari isolati raggiunge il 41% e il 
ritrovamento di queste sequenze è stato effettuato in molti fluidi biologici come 
saliva, PBMC (Biagini et al. 2006a) e aspirati nasofaringei (Chung et al. 2007). La 
loro prevalenza nei soggetti sani varia dal 20-35 % (Biagini et al. 2006a; Chung et 
al. 2007). Utilizzando la metodica SISPA associata alla rolling-circle amplification 
(RCA), Biagini et al. (2007) ha identificato altri isolati correlati a SAV ma con 
genomi ancora più corti e con una divergenza del 40%. Recentemente, 
amplificando SAV da sieri umani, sono stati ottenuti amplificati più lunghi di 
quanto atteso con dimensioni di 3242-3253 nt e con tutte le caratteristiche dei 
TTV. SAV precedentemente descritti sono risultati essere dei mutanti deleti o 
artefatti generati durante l’amplificazione di questi isolati più lunghi che hanno 
dimensioni intermedie tra i TTV e i TTMV e che per questo motivo sono stati 
denominati Torquetenomidi virus (TTMDV) (Ninomiya et al. 2007a). Questo 
gruppo di virus ha dimensioni di circa 3200 nt e una divergenza nucleotidica del 
33% e amminoacidica del 61% a livello della ORF-1 (NInomiya et al. 2007a) in 





MARCATORI DI DISFUNZIONE DEL SISTEMA IMMUNITARIO 
 
 
Anche se mancano ancora le prove definitive, è ampiamente ritenuto, e spesso 
considerato come un dato di fatto, che una immunità disregolata o compromessa 
è causalmente correlata col diminuito controllo delle malattie infettive negli 
anziani e con la loro scarsa risposta alle vaccinazioni (Aspinall et al. 2007, 
Provinciali et al. 2009). Il fenomeno dell’immunosenescenza, ossia dello stato di 
disregolazione delle funzioni immuni, può diventare clinicamente importante per 
molte persone a diverse età in accordo con fattori genetici, nutrizionali e con il 
livello di patogeni a cui i soggetti sono esposti durante la loro vita (Appay et al. 
2007, Ostan et al. 2008; Pawelec et al. 2002). Parametri immunologici in grado 
di prevedere la mortalità sono stati cercati per decenni e, stabilire un set di 
biomarcatori dell’invecchiamento immunitario applicabili a diverse popolazioni 
umane, segnerebbe il cammino per monitorare interventi mirati a ripristinare una 
immunità appropriata negli anziani (Dorshkind et al. 2009). Molti studi hanno 
riportato associazioni tra parametri dipendenti dall’età e la mortalità ma sono stati 
basati spesso sul confronto tra giovani e anziani e quindi non possono stabilire 
alcuna relazione di causalità. Per un tale scopo si necessitano infatti studi 
longitudinali (Johansen et al. 2008, Taub et al. 2008) che monitorino alcuni 
significativi parametri immunologici. La maggior parte degli studi sopra indicati 
conclude che, sebbene cambiamenti associati all’età si osservino nelle cellule B e 
nelle cellule dell’immunità innata, il tratto distintivo di immunosenescenza è 
costituito dal basso numero di cellule T naïve, in particolare T CD8+, a cui 
corrisponde anche una minore varietà nel repertorio del loro recettore (TCR) 
(Aspinall et al. 2007, Goronzy et al. 2007, Nikolich-Zugich et al. 2008). Anche i 
cambiamenti qualitativi delle cellule CD4+ giocano senz’altro un ruolo 
importante. Allo stesso tempo si assiste ad un aumento delle cellule T memoria, 
CD8+ e CD4+, seppur con minore variabilità e funzionalità che esita in una 
minore capacità di rispondere alle reinfezioni e alle infezioni persistenti (Blackburn 




Sembra quindi che l’immunità adattativa si indebolisca con l’età mentre molti 
aspetti dell’immunità innata come la fagocitosi e la citotossicità da NK non 
vengono compromessi negli anziani sani (Pawelec et al. 1998; 2002). Tuttavia 
studi più recenti hanno dimostrato che l’invecchiamento ha un effetto anche 
sull’immunità innata contribuendo al deterioramento del sistema immunitario nel 
suo complesso. L’aumentato stato proinfiammatorio negli anziani, di per sé 
associato ad aumentata mortalità (Sergio et al. 2008), potrebbe essere spiegato 
dall’esacerbazione dell’immunità innata forse dovuta al mancato feedback delle 
cellule T e alla mancanza dell’azione dei Treg (Tsaknaridis et al. 2003). Studi 
recenti hanno enfatizzato l’importanza di alcuni parametri immunologici sia innati 
che adattativi come biomarcatori della sopravvivenza nei pazienti anziani al di 
sopra degli 80 anni e dell’invecchiamento fisiologico in generale.  
Uno studio longitudinale su soggetti ultraottantenni non ospedalizzati ha 
identificato l’esistenza di un “fenotipo a rischio immune” (IRP immune-risk 
phenotype) (Tabella 3) in grado di predire la mortalità a 2, 4 e 6 anni (Wikby et 
al. 2005; Pawelec et al. 2005). Questo fenotipo era originariamente caratterizzato 
da un invertito rapporto dei CD4/CD8 e da una bassa risposta linfoproliferativa ai 
mitogeni che costituisce il maggior fattore predittivo di non sopravvivenza 
(Ferguson et al. 1995; Pawelec et al. 2005; Wikby et al. 2005). L’ invertito 
rapporto dei CD4/CD8 è dovuto al basso numero di CD4+ e all’accumulo di 
cellule CD8+ terminali (cellule CD8+CD28- altamente differenziate con repertorio 
molto ristretto) molte delle quali sono specifiche per gli antigeni di CMV. Anche la 
sieropositività per CMV fa parte di questo pannello di modificazioni insieme ad 
alti livelli di citochine pro infiammatorie (Ferguson et al. 1995; Pawelec et al. 
2005; Wikby et al. 2005). Quindi, anziani con espansione di CD8+ specifici per 
CMV hanno anche un fenotipo memoria effettrice con bassa espressione di CD28 
e aumentata espressione dei recettori associati a NK (Koch et al. 2006; Pawelec et 
al. 2005; Ouyang et al. 2003a, b, 2004). Perciò, un indicatore critico di mortalità 
incipiente è anche il logoramento del recettore T come osservato in uno studio 
recente in cui comunque questo fenomeno non risultava collegato a CMV 




I soggetti sopravviventi dello studio, ormai divenuti centenari, non hanno mai 
mostrato tale fenotipo nei controlli biennali di follow up mentre soggetti più 
giovani, di circa 60 anni, che però si mostravano “IRP-positivi” avevano un 
incremento della mortalità a 10 anni (Wikby et al. 2008). L’insieme di fattori che 
costituiscono il fenotipo di rischio dal punto di vista immunologico, pur essendo 
stati studiati in pazienti anziani, mantengono la loro validità di indicatori di 
disfunzione immunologica anche in tutti gli altri pazienti adulti che per diverse 
cause patologiche si ritrovano in uno stato di immunodepressione. Mentre la 
presenza di un singolo fattore non è sufficiente a definire uno stato di disfunzione, 
in quanto alcuni fattori possono essere preferenzialmente presenti in determinate 
situazioni e non essere indicativi in altre, è il loro insieme ad avere un valore 
predittivo negativo. Se da una parte infatti, la diminuizione delle cellule T naïve, 
della loro replicazione e diversificazione del TCR e il malfunzionamento delle 
cellule B, deprimono l’immunosorveglianza, dall’altra la ridotta variabilità delle 
cellule memoria, la presenza di recettori inibitori sulle cellule T e l’aumento della 
risposta infiammatoria amplificano la suscettibilità alle infezioni. Tra i marcatori 
identificati di recente troviamo valori alterati di popolazioni cellulari, presenza di 
sottopopolazioni cellulari normalmente poco rappresentate, alterazioni nei livelli 
































CD4:CD8 >1 <1 
Risposta proliferativa cellule T Normale Ridotta 
CD28 Aumentato Ridotto 
CD57 Ridotto Aumentato 
CD45RA Aumentato Ridotto 
CD45RO Ridotto Aumentato 
KLRG1 Ridotto Aumentato 
Repertorio T CD8+ Ampio Ristretto 
CD8+CD28- Ridotte Aumentate 
CD21 Aumentato Diminuito 
CD21+CD27- Normali Aumentate 
CD21+CD27+ Normali Aumentate 
CD20+CD21-CD27+ - Aumentate 
CD20-CD21-CD27+ - Aumentate 
CD10+CD21-CD27- - Aumentate 









Citotossicità da NK Normale Ridotta 
IL-2 Aumentata Ridotta 
IL-10 Stabile Stabile 
IFN-γ Aumentata Ridotta 





 Cellule CMV+ Bassa frequenza Alta frequenza 
Cellule EBV+ Bassa frequenza Alta frequenza 
 
Tab.3 Marcatori di disfunzione del sistema immunitario che costituiscono il 
fenotipo di rischio correlato a mortalità più precoce. 
 
Sebbene sia i componenti innati che adattativi vadano incontro a cambiamenti 




deterioramento dell’immunità adattativa. E’ ben definito che la percentuale di 
cellule T naïve sia più bassa negli anziani, a causa dell’involuzione timica (Aspinall 
et al. 2000; Linton et al. 2005). Le cellule T si generano presto nella vita e sono 
attivate dall’incontro con antigeni che le fanno differenziare in effettrici e 
memoria. Il numero totale di linfociti nei sani è ben mantenuto con l’età grazie al 
turnover di cellule periferiche differenziate con cellule naïve preesistenti (Effros et 
al. 2005; Pawelec et al. 2005; Fann et al. 2005; Weng 2006). Il numero e la 
percentuale di cellule memoria e effettrici sono più alte negli anziani anche a causa 
dell’esposizione a numerosi patogeni durante la vita. Mentre queste aumentano 
però, diminuisce la proliferazione e la produzione di IL-12 in risposta a mitogeni. 
Questi cambiamenti avvengono in generale sia nei CD4+ che nei CD8+ ma 
soprattutto questi ultimi risultano maggiormente colpiti negli anziani. Inoltre, la 
richiesta di mantenere una sorveglianza immune verso alcuni virus persistenti come 
CMV, è coinvolta nell’accumulo di specifiche cellule effettrici-memoria T CD8+ 
(Pawelec et al. 2005). Rispetto ai più giovani, negli anziani i CD8+ praticamente 
scompaiono a favore di cellule effettrici altamente differenziate T CD45RA+CD8+. 
La maggior parte di queste cellule non esprime CD28, ha telomeri più corti e 
risulta scarsamente funzionale suggerendo che si tratti di cellule andate incontro a 
una differenziazione terminale (Effros et al. 2005; Tarazona et al. 2000, 2002; 
Pawelec et al. 2005; Fann et al. 2005; Weng 2006). L’espansione di questi linfociti 
CD8+ è oligoclonale (Vescovini et al. 2004; Franceschi et al. 1999) e una gran 
parte di questo cloni cellulari risultano specifici per CMV (Khan et al. 2002; Koch 
et al. 2006; Pawelec et al. 2005; Ouyang et al. 2003a, b, 2004). Probabilmente 
vengono accumulate perchè relativamente resistenti all’apoptosi (Dunne et al. 
2002; Spaulding et al. 1999) anche se questo fatto non è ben chiaro. Mostrano 
generalmente un fenotipo di cellula effettrice o memoria ma esprimono anche 
recettori associati alle NK come il KLRG-1 (killer lectin receptor G1), che è un 
marcatore dello stadio terminale di differenziazione (Voehringer et al. 2002; Koch 
et al. 2006; Pawelec et al. 2005; Ouyang et al. 2003a, b, 2004). La maggior parte 
di queste cellule quando stimolate da un antigene mostrano una compromessa 




Ha quindi preso piede l’idea che cellule T differenziate in maniera terminale 
CD8+CD28-, definite senescenti, possano non solo essere associate alla scarsa 
risposta immunitaria, bensì esserne addirittura la causa. Esse potrebbero riempire 
lo spazio immunologico spiazzando le altre cellule T specifiche per altri antigeni 
essendo però, non solo poco specifiche, ma anche malfunzionanti e in grado 
addirittura di autosopprimersi. La senescenza è definita come un blocco 
permanente della capacità replicativa accoppiata a compromissioni funzionali. Ci 
sono evidenze di cellule CD8+CD28- resistenti all’apoptosi ma non replicanti che 
resistono in vitro per lunghi periodi e che mostrano telomeri accorciati, incapacità 
di stimolare la telomerasi e di esprimere funzioni citotossiche. In vivo esiste una 
popolazione potenzialmente simile che manca anche del CD27 ma ha acquisito il 
CD57 e il KLRG1, e che costituisce una sottopopolazione terminale (Fig. 4) e non 
replicante, ma comunque in grado di espletare funzioni citotossiche, di cellule 





Fig.4 Cambiamenti nell’espressione delle molecole di superficie dei linfociti T che 





Per espletare le loro funzioni le cellule T devono essere attivate dalle APC (antigen 
presenting cell), che sono componenti chiave del sistema immunitario che iniziano 
la attivazione della risposta adattativa mediata dalle cellule T verso patogeni e 
tumori. Tra di esse rivestono una grande importanza le cellule dendritiche (DC) 
che, derivate dal midollo osseo, si differenziano nei tessuti periferici acquisendo la 
capacità di processare e presentare l’antigene alle cellule T CD8+ e CD4+ nel 
contesto dell’antigene maggiore di istocompatibilità MHC-I e -II rispettivamente. 
Dopo l’attivazione migrano agli organi linfoidi secondari dove presentano 
l’antigene alle cellule T dando inizio alla risposta adattativa. Le cellule di 
Langerhans dell’epidermide con il passare degli anni diminuiscono sia in numero 
sia nella capacità di migrare dall’epidermide tramite i vasi linfatici drenanti ai 
linfonodi (Cumberbatch et al. 2002). Infatti, negli anziani non perfettamente sani, 
anche la presentazione dell’antigene risulta alterata (Uyemura et al. 2002). Per cui 
le DC non inducono adeguatamente la proliferazione dei T, avendo una minore 
espressione di molecole costimolatorie e una minore produzione di IL-12. Inoltre 
la produzione di IL-10 è maggiore negli anziani e può sopprimere così anche la 
maturazione di nuove cellule dendritiche. Anche i macrofagi sono APC 
professionali. Molte loro capacità non sono compromesse dall’età ma quella di 
presentazione dell’antigene sembra diminuita (Plowden et al. 2004; Solana et al. 
2006), forse per una minore espressione dell’MHC-II (Zissel et al. 1999). 
Le cellule natural killer (NK) sono linfociti che riconoscono e uccidono cellule 
tumorali o infettate da virus senza bisogno di immunizzazione o attivazione da 
parte di altre cellule. Sono particolarmente importanti nell’immunosorveglianza 
verso virus come CMV (Lopez-Botet et al. 2004; Guma et al. 2006). Sono 
caratterizzate dall’espressione del CD56, una isoforma della molecola di adesione 
neurale (N-CAM) e/o CD16 (recettore per Fc di IgG). Oltre alla tipica funzione 
citotossica, le NK possono regolare la risposta immunitaria producendo citochine 
che agiscono eliminando direttamente i patogeni o attivando recettori che 
favoriscono il riconoscimento di cellule tumorali o infette (Bottino et al. 2006). 
Hanno un recettore inibitorio verso MHC-I che impedisce la distruzione 
indiscriminata di cellule sane. Gli anziani sani hanno le funzioni delle NK e delle 




alterazioni delle NK, anche se sembra probabile che un loro aumento numerico sia 
la possibile risposta compensatoria a un loro eventuale decremento funzionale 
(Mariani et al. 1994; Solana et al. 2006; Pawelec et al. 1998). 
 
 
1) Linfociti T CD8+CD57+ 
 
Numerosi studi hanno suggerito che la stimolazione cronica delle cellule T, come 
quella che avviene nel caso dell’artrite reumatoide, del mieloma multiplo e di 
infezioni come quella da CMV e in seguito a trapianto di midollo osseo, possa 
risultare nello sviluppo di cellule T CD8+ che, pur essendo capaci di secernere 
citochine, non sono in grado di dividersi dato che hanno raggiunto la senescenza 
replicativa proprio ad opera della continua stimolazione da parte di antigeni e/o 
citochine (Brenchley et al. 2003). La risposta delle cellule T CD8+ virus-specifica 
gioca un ruolo essenziale nel limitare la replicazione virale. La loro eventuale 
diminuita attività citolitica, maturazione inappropriata o scarsa abilità 
proliferativa, può ridurre la loro capacità di controllare la replicazione virale. 
Brenchley ha riportato che una grande parte di CD8+ specifiche per HIV 
rispondono producendo citochine alla stimolazione antigenica ma sono incapaci di 
dividersi e anzi muoiono poco dopo. Questa mancanza di capacità replicativa è 
caratterizzata e definita dalla presenza del CD57 sulla superficie cellulare ma non 
dall’assenza del CD28 o del CCR7. Questa mancata risposta non può essere 
superata con l’apporto di IL-2 o IL-15 dall’esterno. È stato quindi suggerito che 
l’aumento dell’espressione del CD57 in cellule CD8+ sia il risultato di una cronica 
stimolazione antigenica tipica per esempio dell’infezione da HIV. Il fenotipo 
cellulare associato alla senescenza replicativa delle cellule T CD8+ specifiche per 
HIV, descritto in questo studio, può avere più ampie implicazioni in altre 
condizioni patologiche associate a stimolazione cronica antigenica. Recentemente 
infatti, come riportato nel paragrafo precedente, CD57 è divenuto a far parte di 
un ampio spettro di marcatori di disfunzione immune grazie agli studi che hanno 
individuato un “fenotipo di rischio immunitario” in pazienti anziani. Non solo, un 




disfunzione immune indipendentemente dalla malattia sottostante. L’espressione 
del CD57 (una β-1,3-glucoroniltransferasi, molecola altamente glicosilata della 
famiglia N-CAM e inizialmente descritta come marcatore delle cellule NK per la 
presenza dell’epitopo human natural killer, HNK-1), indica la senescenza 
replicativa dei linfociti per cui, sebbene la capacità secretoria sia ancora preservata, 
la sopraggiunta incapacità di andare incontro a ulteriori cicli di divisione 
nonostante l’apporto esogeno di IL-2, IL-7 o IL-15, ne determina l’esaurimento 
clonale. Normalmente tale antigene è espresso solo sul 1-15% dei CD8+ (Wang et 
al. 1995; Morley et al. 1995), ma tale percentuale aumenta in maniera 
considerevole durante stimolazione cronica immune e con l’avanzare dell’età 
(Looney et al. 1999; Merino et al. 1998). L’espressione di tale molecola sui CD8+, 
CD4+ e NK correla direttamente col numero di divisioni e inversamente con la 
lunghezza dei telomeri, con una sensibilità maggiore rispetto all’assenza del CCR7 
o del CD28. Quest’ultimo è una molecola costimolatoria ed è presente sulla 
superficie dei linfociti in stadi precoci dello sviluppo mentre decresce con il 
progredire delle stimolazioni antigeniche (De Rosa et al. 2001; Appay et al. 2002). 
In gran parte la sua espressione è mutualmente esclusiva con quella del CD57 e 
questa inversione nella loro espressione sembra dovuta a una stimolazione cronica 
antigenica. Inoltre la presenza del CD57 rende le cellule suscettibili all’apoptosi 
indotta dall’attivazione.  
I linfociti CD8+CD57+ aumentano in diverse condizioni cliniche caratterizzate dal 
comune denominatore di una qualche disfunzione immunitaria come nel caso 
dell’AIDS (Wang and Borysiewicz, 1995; Lieberman et al. 1999; Brenchley et al. 
2003; Evans et al. 1999), della tubercolosi, del morbillo, dell’infezione da 
parvovirus B19 e da CMV (Wang and Borysiewicz, 1995; Wang et al. 1995; Moss 
et al. 2004). In soggetti sani CMV positivi, le cellule CD8+CD57+ T sono derivate 
da espansione oligoclonale, sono citotossiche e producono IFN-γ e TNF-α in 
risposta a peptidi di CMV. Aumentano anche in seguito a patologie non infettive 
che includono varie forme di immunodeficienza, mieloma multiplo (Frassanito et 
al. 1998; Sze et al. 2001), artrite reumatoide (Hooper et al. 1999), sindrome 
linforpoliferativa autoimmune, e in seguito a trapianto di midollo osseo (Mendes 




(Legendre et al. 1985). In questi due ultimi casi è stato osservato che il regime di 
condizionamento pre-trapianto provoca deplezione di cellule T e determina 
l’instaurarsi di una nuova omeostasi in cui si ha l’aumento dei linfociti CD57+. 
L’aumento dopo il trapianto di midollo osseo continua per mesi dopo il trapianto 
e, nei primi 120 giorni, che sono caratterizzati da pronunciata 
immunosoppressione, i pazienti affrontano ripetuti stimoli immunologici 
attraverso la riesposizione o la riattivazione di agenti infettivi (Mendes 2008). 
Resta da chiarire se l’espansione di questa sottopopolazione sia la causa oppure la 




Fig. 5 Attivazione e differenziamento di un linfocita T CD8+ durante una 
infezione acuta autolimitante e in seguito a stimolazione cronica da infezione 
persistente. 
 
In conclusione l’espansione oligoclonale dei CD57 è probabilmente il risultato di 
una selezione antigenica durante una persistente attivazione immune (Fig. 5). Essi 




lymphocytes; b) rappresentano fino al 50% del repertorio di cellule CD8+ nei 
soggetti anziani; c) esprimono telomeri accorciati; d) sono replicativamente 
senescenti e soffrono di apoptosi indotta dall’attivazione (Kern et al. 1999; Wang 
et al. 1995); e) diminuiscono la differenziazione delle cellule B e la proliferazione 
delle CD4 e inibiscono l’attività delle CD8 e delle NK rilasciando un fattore 
solubile una glicoproteina di 30 kDa (inhibitor of cytolytic function (ICF)) (Autran 
et al. 1998).  
 
 
2) Linfociti B CD21-CD27- 
 
Anche la temporanea presenza delle cellule B immature transizionali è stata 
osservata la prima volta dopo trapianto di midollo osseo (Meffre et al. 2000) e 
successivamente anche nel sangue di pazienti con lupus eritematoso sistemico (SLE) 
(Sim set al. 2005), ma anche in HIV e in altre situazioni di immunodeficienza 
come la linfocitopenia idiopatica (ICL) (Malaspina et al. 2006, 2007; Hart et al. 
2007; Cuss et al. 2006). In pazienti con SLE trattati con l’anticorpo monoclonale 
rituximab le cellule B immature transizionali sono state viste persistere per diversi 
anni a discapito delle cellule B memoria (Anolik et al. 2002). Sembra si origino per 
la pressione omeostatica indotta dalla linfopenia e/o da condizioni che esaltano 
l’espressione di fattori stimolatori come BAFF e IL-7. Lo stadio di sviluppo di 
queste cellule è caratterizzato da elevata autoreattività (Wardemann et al. 2003) 
che costituisce un’altra manifestazione della disregolazione delle cellule B. 
Prima ancora di identificare l’infezione da HIV nei pazienti con AIDS era stata 
osservata una iperattivazione e una disfunzione delle cellule B. L’iperattivazione di 
cellule in una malattia che provoca immunodeficienza rappresenta l’essenza della 
patogenesi di HIV in cui l’attivazione aberrante del sistema immunitario provoca 
tutta una serie di effetti indiretti che vanno ben al di là di quelli provocati 
direttamente dalla replicazione del virus. Soggetti sani hanno generalmente nel 
sangue periferico cellule B naïve o memoria mentre altre sottopopolazioni di 
cellule B sono inesistenti o presenti in percentuali davvero basse. I pazienti HIV+ 




numero di cellule B mature attivate come anche delle plasmacellule. Tuttavia nel 
sangue periferico di questi soggetti compaiono anche diverse sottopopolazioni che 
normalmente non sono presenti come le cellule immature transazionali e le cellule 
senescenti simili alle cellule memoria dei tessuti. L’aumento delle immature 
transizionali è associato ad alti titoli virali, alti livelli di IL-7 e ad una diminuita 
conta dei CD4+. Simili associazioni, però, sono stata riscontrate anche in pazienti 
che non erano infettati da HIV ma che soffrivano di linfocitopenia idiopatica dei 
linfociti T CD4+ suggerendo che non sia la viremia del virus bensì la linfopenia 
indotta a determinare l’espansione di queste cellule (Malaspina et al. 2007). Le 
caratteristiche principali di questi linfociti sono rappresentate dalla perdita del 
marcatore CD21 e del marcatore CD27. Il CD21 espresso sulle cellule B mature 
può mediare alcuni effetti diretti dei virioni di HIV o delle proteine virali sulle 
cellule B. Il legame dei virioni complessati con il complemento al recettore del 
complemento CD21 può aumentare la disseminazione del virus e aumentare la 
deplezione delle cellule B tramite apoptosi. Comunque la perdita di espressione 
del CD21 è un sicuro marcatore di replicazione virale in atto e di progressione 
della malattia (Moir e Fauci, 2008). Le cellule prive di tale molecola di superficie 
costituiscono una popolazione eterogenea: quelle che esprimono il CD27 sono 
cellule attivate e differenziate in plasmacellule, mentre le altre sono cellule 
immature che sono iper-rappresentate a causa della linfopenia indotta da HIV 
(Malaspina et al. 2006), ma anche cellule senescenti (Moir et al. 2008) per 
raggiunto esaurimento replicativo e funzionale ad opera di una stimolazione 
cronica (Fig. 6). 
In caso di infezione virale persistente, come quella da HIV, l’attivazione cronica 
aumenta la frequenza di cellule B naïve che incontrano l’antigene e vanno 
incontro a numerose divisioni, ma produce anche cellule “senescenti” che hanno 
scarsa capacità replicativa, minore diversità di immunoglobuline, maggiore 
espressione di recettori inibitori e di altri recettori che favoriscono la migrazione 
verso siti di infiammazione e non verso i centri germinativi dove è possibile 











Fig. 6  A) popolazioni cellulari del compartimento B nei soggetti sani; B) 
popolazioni cellulari del compartimento B nei pazienti HIV+; C) meccanismi che 
portano a tali sbilanciamenti nelle sottopopolazioni cellulari (Moir e Fauci, 2009). 
 
 
Appena le cellule B CD19+CD20+ immature escono dal midollo, una piccola 
frazione può essere identificata nel sangue periferico per l’espressione di CD10 in 
assenza di CD27. La frequenza di queste cellule immature-transizionali, che 




 sulla base della 




dei pazienti infetti da HIV forse come risultato dell’aumentato livello plasmatico di 
IL-7 che è associato a sua volta con la linfopenia di T CD4+ indotta dal virus. 
La viremia cronica di HIV è associata all’espansione di diverse sottopopolazioni 
cellulari, tra cui le cellule B mature attivate che hanno diminuito l’espressione del 
CD21 e che esprimono invece CD27, le plasmacellule di breve durata Ki-67+ che 
hanno diminuito l’espressione di CD20 e CD21 ed esprimono invece alti livelli di 
CD27 e le cellule memoria simil-tisssutali che esprimono poco CD21 e non 
esprimono affatto CD27 e mostrano diverse caratteristiche di senescenza indotte 
dal virus. L’infezione da HIV è anche associata con la perdita di cellule B memoria 
(definite dall’espressione del CD21 e del CD27) che non viene recuperata 





Fig. 7 Senescenza di cellule B indotta da infezione persistente e continua 





Nel contesto di infezioni virali autolimitanti, le cellule B naïve rispondono ad 
antigeni esogeni migrando verso aree del tessuto linfatico ricche di cellule T. Una 
volta attivate danno inizio alla reazione del centro germinativo che seleziona le 
cellule B che meglio legano quello specifico antigene e che finalmente escono dal 
centro germinativo, sia come cellule memoria di lunga durata, sia come 
plasmacellule. Nel contesto di infezioni virali persistenti l’attivazione immunitaria 
cronica aumenta la frequenza di cellule B che hanno già incontrato l’antigene che, 
per essere già andate incontro a diverse divisioni cellulari, hanno una vita più 
breve, una minore varietà e scarsa risposta proliferativa ma hanno una migliore 






RAZIONALE - SCOPO 
 
Dato che le metodiche di amplificazione quantitative sono ormai entrate nella 
routine diagnostica, l’idea di andare a monitorare un virus “endogeno” e “orfano” 
per valutare la capacità funzionale del sistema immunitario dei pazienti potrebbe 
costituire una soluzione semplice ed efficace. A tale scopo il TorqueTeno virus 
risulta un candidato ideale soprattutto: a) perché infetta oltre l’80% della 
popolazione mondiale indipendentemente da età, sesso, condizioni economiche, 
geografiche, ecc. ; b) per la sua capacità di sostenere infezioni viremiche persistenti 
che possono durare per tutta la vita o comunque per tempi molto lunghi. Dati 
questi presupposti, e assodato che il semplice ritrovamento del virus in un paziente 
non fornisce particolari indicazioni dal punto di vista clinico, è tuttavia altrettanto 
certo che la quantificazione della viremia di TTV e delle sue fluttuazioni nel tempo 
risulta un marcatore assai più interessante (Zhong et al. 2001; Christensen et al. 
2000; Shibayama et al. 2001; Thom and Petrik, 2007; Maggi et al. 2005).  
Visto che alcuni virus persistenti come CMV ed EBV già fanno parte di un pannello 
di possibili marcatori di disfunzione immunitaria, l’idea che un virus, del tutto 
peculiare come TTV, possa essere utilizzato in tal senso appare più che plausibile. 
Prima di questo studio di tesi, un unico lavoro aveva ricercato TTV in pazienti 
sottoposti a trapianto di midollo osseo (TMO) (Kanda et al. 1999c) dimostrando 
che la prevalenza dell’infezione era più elevata rispetto alla popolazione di 
controllo e che il virus era sensibile alla mielosoppressione. Partendo da questa 
osservazione, il primo obiettivo di questo lavoro è stato quello di valutare 
l’andamento nel tempo di TTV in un gruppo di pazienti sottoposti a TMO 
autologo e di determinare quali effetti il trapianto e il condizionamento pre-
trapianto avessero sulla replicazione del virus. Lo studio appariva estremamente 
interessante, per la reversibilità dello stato di immunosoppressione che si verificava 
in questo tipo di pazienti e quindi per il fatto che essi certamente rappresentano il 
target migliore per studiare le relazioni che TTV contrae con il sistema immune. 
Inoltre, come già descritto in precedenza, tra i nuovi marcatori di disfunzione 
immunitaria sembrano assumere un ruolo sempre più importante alcune 




proprio in relazione ad eventi quali il trapianto e l’immunodeficienza da HIV. 
Proprio per quest’ultimo motivo, abbiamo monitorato TTV anche in un gruppo di 
pazienti HIV+, che per definizione sono caratterizzati da alterazioni 
immunologiche. In entrambi i gruppi di pazienti abbiamo confrontato le 
dinamiche dei titoli di TTV con quelle di alcuni riconosciuti marcatori di 
disfunzione immune, sia del compartimento dei linfociti T che dei B, in modo da 
verificare la sensibilità del virus a diverse tipologie ed entità di compromissione 
immunitaria. 
Lo scopo di questo lavoro è stato dunque quello di: 1) monitorare i titoli di TTV in 
pazienti immunodepressi per varie cause, 2) valutare la presenza e le variazioni di 
alcune particolari sottopopolazioni cellulari di recente imputate come indicatori 
della funzionalità dello status immunitario, 3) proporre la misurazione della 
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MATERIALI E METODI 
 
 
Popolazione dello studio 
Per questo studio sono stati arruolati 207 soggetti adulti. Di questi, 133 pazienti 
risultavano immunocompromessi per patologie ematologiche che avevano 
richiesto il supporto del trapianto di midollo (50 pazienti) o per una pre-esistente 
infezione da HIV (83 pazienti). I rimanenti 74 soggetti erano donatori sani e sono 
stati utilizzati come gruppo di controllo. 
I pazienti ematologici erano affetti da varie patologie: in particolare, 37 avevano 
una diagnosi di mieloma multiplo, 10 di linfoma, 2 di leucemia mieloide acuta e 
un paziente soffriva di sclerosi sistemica. Tutti erano stati sottoposti a trapianto 
autologo di cellule staminali emopoietiche presso il reparto di Ematologia 
dell’Ospedale S. Chiara dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana. Questi 
pazienti sono stati valutati nel tempo per vari parametri ematochimici e viro-
immunologici, dal momento del loro ricovero fino ai successivi controlli 
ambulatoriali di follow up post-trapianto. Durante questo periodo e a tempi pre-
stabiliti sono stati prelevati campioni di sangue che, una volta pervenuti al nostro 
laboratorio, sono stati opportunamente trattati e conservati. Il trapianto di 
midollo osseo (TMO), a cui questi pazienti sono stati sottoposti, consiste in una 
somministrazione endovenosa di cellule staminali ematopoietiche prelevate dal 
midollo osseo dello stesso paziente ed opportunamente trattate prima della 
reinfusione (trapianto autologo). Rispetto a quello allogenico, il TMO autologo 
non presenta dunque problemi di compatibilità ma comporta un maggiore rischio 
di recidiva perché tra le cellule reinfuse possono essere ancora presenti anche 
cellule malate. Il trapianto può essere suddiviso in tre fasi: il condizionamento, 
l’infusione e l’attecchimento. Durante la fase di condizionamento il paziente che 
deve essere trapiantato riceve dosi massicce di farmaci citotossici per distruggere 
l’emopoiesi, eradicare la malattia e creare lo spazio nella cavità midollare per le 
nuove cellule che saranno trapiantate. Tutti i pazienti dello studio sono stati 
sottoposti a uno e, in alcuni casi, due o tre trapianti di tipo autologo. In base alla 
Materiali e Metodi 
48 
 
malattia sottostante i pazienti hanno ricevuto un particolare tipo di chemioterapia: 
pazienti con mieloma multiplo hanno ricevuto alte dosi di melphalan (da 70 a 
200 mg/m
2
) due giorni prima del trapianto e G-CSF (granulocyte colony-
stimulating factor) 10 mcg/kg il giorno dopo il trapianto; pazienti con linfoma 
hanno ricevuto una polichemioterapia BEAM (BCNU 300 mg/m
2
 il giorno -7, 
etoposide 100 mg/m
2
 e ara-C 200 mg/m
2 
da -6 a -3, melphalan 140 mg/m
2
 due 
giorni prima del trapianto) e G-CSF il giorno dopo; pazienti con AML hanno 
ricevuto un condizionamento BuCy (busulfan 3,2 mg/kg e.v. i giorni -7 e -4, 
cyclophosphamide 48 mg/kg e.v. i giorni -3 e -2); il paziente con sclerosi sistemica 
CyATG (equine antithymocyte globulins 30 mg/kg il giorno -4 e 
cyclophosphamide 60 mg/kg e.v. i giorni -3 e -2). Tutti i pazienti hanno ricevuto 
metilprednisolone insieme ad ogni dose di chemioterapia. La fase aplastica 
ottenuta col regime di condizionamento rende il paziente particolarmente 
suscettibile alle infezioni (per mancanza di leucociti), all’anemia (per mancanza di 
eritrociti) e alle emorragie (per mancanza di piastrine). Per questi motivi tutti i 
pazienti hanno subito una profilassi antibatterica, antivirale e antifungina 
(levofloxacina 500 mg/die p.o., itraconazole 100 mg due volte/die p.o. e 
acyclovir 400 mg due volte al giorno p.o.) e, ad eccezione di 6 pazienti, tutti 
hanno ricevuto un numero variabile (1-7; media=2,8 ± 1,7) di trasfusioni 
eterologhe di eritrociti e/o piastrine a partire dall’ottavo giorno post trapianto. 
Il secondo gruppo di pazienti immunocompromessi è costituito da 83 soggetti HIV 
positivi. Di questi, 43 pazienti (29 maschi e 14 femmine di età compresa tra 21 e 
72 anni) erano viremici (carica virale media pari a circa 7000 copie RNA/ml), 
asintomatici, con numero di CD4+ nella norma (in media, pari a 510 cell/μl) e non 
avevano subito alcuna terapia antiretrovirale. I rimanenti 40 pazienti (28 maschi e 
12 femmine di età compresa tra 31 e 60 anni) erano stati trattati per un anno con 
HAART e, alla sospensione, mostravano una viremia di HIV non rilevabile (< 50 
copie/ml) e, in media, una conta dei CD4+ oltre le 600 cell/μl. Un sottogruppo di 
questi ultimi soggetti (10 pazienti) risultavano definibili come soggetti 
“immunologicamente non responders” perché, nonostante un’appropriata risposta 
virologica alla terapia con HAART, non mostravano un altrettanto appropriato 
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ripristino della conta dei CD4+ che al contrario rimanevano a concentrazioni 
inferiori alle 200 cell/μl. 
 
Raccolta dei campioni 
I pazienti, dopo aver firmato il consenso informato per l’arruolamento nello 
studio, venivano sottoposti a prelievi di sangue presso il reparto di Ematologia 
dell’Ospedale S. Chiara di Pisa in corrispondenza del loro ricovero, il giorno del 
trapianto e ogni due giorni fino al momento delle dimissioni. Successivamente altri 
tre prelievi venivano effettuati 40, 70 e 100 giorni dopo il trapianto in 
corrispondenza dei controlli ambulatoriali volti alla verifica del buon esito del 
trapianto.  
I campioni dei pazienti HIV positivi ci sono stati gentilmente forniti dal Prof. A. 
Caruso della sezione di Microbiologia del Dipartimento di Medicina Sperimentale 
e Applicata dell’Università di Brescia e dal Prof. Clerici dell’Università di Milano. 
 
Allestimento dei campioni 
I prelievi di sangue che giungevano al nostro laboratorio venivano centrifugati in 
modo da separare il plasma dalla parte corpuscolata del sangue e il plasma 
ottenuto era aliquotato e conservato a -80°C fino al momento dell’utilizzo. 
Sulla maggior parte dei campioni abbiamo effettuato la separazione delle cellule 
mononucleate periferiche del sangue (PBMC) tramite gradiente di densità su ficoll 
(copolimero di saccarosio e epicloroidrina; Ficoll-Hystopaque, Sigma-Aldrich). 
Stratificando lentamente la parte corpuscolata del sangue sul ficoll e centrifugando 
per 30 minuti si ottiene infatti la separazione del residuo acquoso in alto, l’anello 
costituito dai PBMC, il resto del ficoll e la massa degli eritrociti sul fondo della 
provetta. Le cellule così raccolte vengono poi lavate con fisiologica e trattate con 
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tripsina per eliminare eventuali particelle virali rimaste adese alla superficie 
cellulare e, una volta risospese nel volume opportuno, sono state contate prima di 
essere congelate a -80°C. Ove non sia stato possibile effettuare questa separazione 
abbiamo prelevato e conservato il buffy coat che, pur contenendo anche globuli 
rossi, risulta comunque costituito da una grande concentrazione di cellule del 
sangue (piastrine e leucociti). 
 
Rivelazione e quantificazione di TTV 
Il DNA è stato estratto a partire da 200 μl di ogni campione utilizzando il kit 
commerciale “QIAamp DNA Mini kit” (QIAgen, Chatsworth, CA), che consente di 
purificare il DNA totale (genomico, mitocondriale e virale) direttamente da sangue 
intero, plasma, siero, fluidi corporei, linfociti, colture cellulari e tessuti. 
Tale estratto opportunamente conservato è stato utilizzato per la ricerca e la 
quantificazione del DNA di TTV utilizzando una reazione di real-time PCR 
“universale” disegnata su un frammento della regione non tradotta del genoma di 
TTV che risulta altamente conservata tra tutti gli isolati del virus (Fig. 1).  
 
 
Fig. 1 Regione altamente conservata all’interno della UTR di TTV. 
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La metodica TaqMan utilizza una sonda complementare alla sequenza target 
avente le estremità marcate con fluorocromi differenti: al 5’ presenta il reporter 
(6-carbossi-fluorescina, FAM) mentre al 3’ presenta il quencher (6- carbossi-
tetrametil-rodamina, TAMRA). La vicinanza del quencher al reporter sopprime la 
fluorescenza di quest’ultimo, ma, quando avviene la replicazione del frammento 
target l’attività esonucleasica della polimerasi degrada la sonda permettendo il 
rilascio di fluorescenza da parte del reporter stesso. La fluorescenza così misurata, è 
direttamente proporzionale alla quantità di DNA target presente nel campione in 
esame e dipende dai ripetuti cicli di PCR che vengono effettuati. La fluorescenza 
emessa è misurata e interpretata dallo strumento ICycler iQ5 (Bio-Rad 
Laboratories), che, oltre a funzionare da termociclizzatore possiede una lampada 
laser e software specifici per rivelare l’emissione di fluorescenza mediante 
normalizzazione sulla base di cicli precedenti e su di un controllo ottico passivo 
costituito da un terzo colorante non coniugato (rodamina, (ROX), il quale è 
presente in concentrazione costante nel tampone di reazione e il cui segnale 
sostanzialmente non cambia durante l’amplificazione). Il software calcola anche il 
ciclo soglia Ct, ovvero il ciclo a cui si osserva un aumento significativo della 
fluorescenza, momento dell’ inizio della fase esponenziale dei prodotti di PCR. Il 
sistema elabora una curva di taratura sulla base di alcuni standards noti che, 
confrontati con i campioni di acidi nucleici in analisi, permettono di dedurre la 
concentrazione dei diversi campioni in esame (Fig. 2). La miscela di amplificazione 
che consiste di 25 μl finali, è composta, oltre che dai primers e dalla sonda, da una 
Universal Master Mix contenente la polimerasi AmpliTaq Gold, l’AmpErase uracil-
N-glycosilase (UNG) e i nucleotidi (con dUTP al posto dei dTTP). Alla miscela così 
composta vengono aggiunti 5 μl di estratto, del quale vogliamo determinare la 
concentrazione di TTV. Il profilo ciclico utilizzato per l’amplificazione è il 
seguente:  
- 1 ciclo a 50°C per 2 minuti, in cui si verifica l’attivazione della UNG che elimina 
eventuali contaminazioni e che viene poi inattivata alle temperature dei cicli 
successivi. 
- 1 ciclo a 95°C per 10 minuti, in cui si verifica l’attivazione della Taq Polymerase. 
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- 45 cicli a 95°C per 15 secondi, e a 50°C per 30 secondi, che corrispondono 
rispettivamente alla fase di denaturazione e alla fase di ibridazione e successiva 
estensione. 
I campioni sono stati analizzati in triplo. Se i valori ottenuti mostrano un 




Fig. 2 Esempio di curva di amplificazione di PCR-Real Time e curva standard. 
 
Per verificare la sensibilità della metodica sono stati condotti diversi esperimenti 
utilizzando diluizioni seriali di standards di riferimento. Il sistema ha mostrato 
un’elevata precisione di quantificazione, con differenze minime tra il numero delle 
copie analizzate e quello delle copie calcolate comprese tra 880-1200 copie per gli 
standards di 10
3
 copie e tra 810.000 e 1.360.000 copie per gli standards di 10
6
 
copie, e con variazione intra/intersaggio nei cicli soglia che non superava 
rispettivamente il 2,4% e il 3,1%. Risultati simili, con piccole variazioni, sono stati 
ottenuti anche analizzando campioni biologici estratti e testati in reazioni 
indipendenti. La specificità del saggio è stata infine confermata sequenziando i 
prodotti di amplificazione. Infine il limite di sensibilità del sistema è stato stimato 
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essere pari a 1,0 x 10
3
 copie di TTV-DNA per ml di plasma o per μg di DNA 
estratto. Per questo studio tuttavia la sensibilità della reazione è stata portata fino 
a 2 log delle copie di DNA per ml di plasma riducendo il volume di eluizione delle 
estrazioni e aumentando il volume di caricamento del DNA nella reazione di PCR. 
 
Determinazione dei genogruppi di TTV 
Lo stesso estratto utilizzato per la quantificazione è stato utilizzato per 
l’identificazione dei vari genogruppi di TTV mediante 5 differenti reazioni di PCR 
di tipo nested o eminested che utilizzano primer disegnati su regioni genomiche 
diverse (Tab. 1). Tuttavia, eccetto la temperatura di annealing, il protocollo 
termico delle reazioni è il medesimo e la miscela è costituita da 5μl di estratto di 
DNA e 45 μl di tampone (10 mM Tris-HCl pH 8,2, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2), 
dNTPs (200 μM), primer (0,6 μM) e 2.5 U di Taq DNA polimerasi. In ogni 
reazione sono presenti controlli positivi e negativi e i campioni sono stati testati in 
doppio. I prodotti finali della reazione sono stati analizzati mediante corsa 
elettroforetica su gel di agarosio e affiancati nella corsa da un apposito marker a 
peso molecolare noto, che ci ha permesso di identificare l’altezza della banda 
ottenuta e quindi di confermare il genogruppo di appartenenza. 
Genogruppo 1 T melting PRIMERS Banda attesa 
1° step 50 ORF G1-1/TTV-2 346 bp 
2° step 50 ORF TTV-5/G1-4 220 bp 
 
 
Genogruppo 2 T melting PRIMERS Banda attesa 
1° step 50 ORF G2-1/G2-2 434 bp 
2° step 50 ORF G2-3/PMV4 260 bp 





Genogruppo 3 T melting PRIMERS Banda attesa 
1° step 55 ORF G3-1a/G3-1b/G3-2 334 bp 
2° step 55 ORF G3-1a/G3-1b/G3-4 263 bp 
 
Genogruppo 4 T melting PRIMERS Banda attesa 
1° step 52 UTR G4-1/G4-2 317 bp 
2° step 52 UTR G4-3/G4-4 295 bp 
 
 
Genogruppo 5 T melting PRIMERS Banda attesa 
1° step 55 UTR G5-1/G5-2 418 bp 
2° step 55 UTR G5-3/G5-4 271-360 bp 
 
Tab. 1 Temperature di melting, primers, dimensioni attese dei frammenti 
amplificati dalle diverse reazioni di PCR genogruppo-specifiche. 
 
La sensibilità di queste reazioni è di circa 4000 copie di DNA/ml plasma. La 
specificità è stata confermata sequenziando selezionati prodotti di amplificazione 
utilizzando il kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster 
City, CA) ed il sequenziatore automatico a capillare (ABI model 373; Applied 
Biosystems) per la lettura mentre l’analisi delle sequenze è stata effettuata tramite 
allineamento con sequenze note presenti in GenBank utilizzando l’algoritmo 
ClustalW incluso in Bioedit (versione 7.04.1). 
 




I campioni di sangue periferico dei pazienti trapiantati sono stati testati con 
numerosi anticorpi diretti verso i seguenti cluster di differenziazione: CD45, CD3, 
CD4, CD8, CD16, CD25, CD56 e CD57 (BD Bioscience, USA). I dati sono stati 
valutati grazie a un flussocitometro FACS Calibur e analizzati con CellQuest 3.1 
(BD Bioscience, USA) presso l’Ospedale S. Chiara di Pisa. 
I campioni di sangue dei pazienti HIV+ viremici asintomatici sono stati testati al 
flussocitometro previa lisi dei globuli rossi (FACS Lysing Solution, BD, Milan) 
utilizzando anticorpi coniugati o con fluoresceina-isotiocianati (FITC) o con fico 
eritrina (PE) o con peridinin-clorofilla-proteina (PerCP) diretti verso altri cluster di 
differenziazione: CD10, CD19, CD21, CD27, CD3, CD4, CD8 e CD127 (BD 
Bioscience, Milan) in un FACS Calibur (BD Bioscience, Milan) e analizzati con il 
software CellQuest presso il Dipartimento di Medicina Sperimentale e Applicata 
dell’Università di Brescia. 
 
Analisi statistica 
Le differenze tra le medie e tra le distribuzioni sono state valutate mediante l’uso 
test t di student a due code. L’ associazioni tra le variabili sono state determinate 
applicando il coefficiente di correlazione di Pearson. La p esprime la significatività 
di una correlazione ed è stata considerata statisticamente significativa quando 



































LA VIREMIA DI TTV IN SOGGETTI IMMUNOCOMPROMESSI COME 
NUOVO MARCATORE DI DISFUNZIONE DEL SISTEMA IMMUNE 
 
 
1) Prevalenza e titoli di TTV nei 207 soggetti dello studio 
Nello studio sono stati arruolati 207 soggetti adulti, di cui 74 donatori sani 
immunocompetenti e 133 pazienti immunocompromessi o per trapianto di 
midollo osseo a seguito di gravi patologie ematologiche (50 pazienti) o perché 
cronicamente infettati da HIV (83 pazienti). La ricerca e quantificazione della 
viremia di TTV è stata effettuata mediante una real time PCR ad alta sensibilità 
definita “universale” perché disegnata su una sequenza del genoma virale 
altamente conservata e quindi in grado di rilevare tutti i tipi di TTV ad oggi 
conosciuti. In totale, TTV è risultato altamente prevalente in tutti i gruppi di 
soggetti esaminati con percentuali di positività che oscillavano dal 92 al 100%, e 
con una media totale del 94% (Tab. 1). Ciò è in assoluto accordo con quanto 
riportato in letteratura circa la straordinaria alta prevalenza del virus nella 
popolazione generale indipendentemente da vari fattori come età, sesso, 
patologie cliniche ed altro. I livelli medi di TTV sono risultati pari a 4,5 ± 1,2 copie 
per ml di plasma, ma con significative differenze fra i diversi gruppi di soggetti 
esaminati. In particolare, i livelli di TTV misurati nei soggetti sani e nei pazienti 
ematologici sono risultati sovrapponibili e vicini al valore medio totale. Viceversa 
le cariche di TTV sono apparse significativamente più elevate nei pazienti HIV 
positivi, anche se con una interessante differenza fra soggetti trattati e non trattati 
con HAART. In quest’ultimo gruppo di pazienti infatti i titoli medi del virus 
risultavano vicino a valori di 6 log copie per ml, quindi di ben 2 log superiori ai 
valori riscontrati negli HIV positivi dopo terapia antiretrovirale e negli altri 







Gruppo N° TTV 
POSITIVI (%) TITOLO 
(log copie/ml±DS) 
Donatori sani 74 69 (93) 4,6 ± 1,0 
Pazienti ematologici  50 46 (92) 4,1 ± 1,3 
Pazienti HIV+    
Naïve, non trattati 43 43 (100) 5,6 ± 0,8 ( ) 
Trattati con HAART 40 37 (93) 4,0 ± 1,3 
TOTALE 207 195 (94) 4,5 ± 1,2 
 
DS, deviazione standard 
( ) Valore statisticamente significativo rispetto ai sani (p<0,001 ), ai pazienti ematologici 
(p<0,001 ) e ai pazienti HIV+ trattati con HAART (p<0,001 ). 
Tab. 1. Prevalenza e titolo medio di TTV nella popolazione dello studio. 
 
In 40 soggetti è stato possibile valutare la presenza e i titoli di TTV nei PBMC. 
Come atteso, viste le numerose indicazioni circa la possibile replicazione di TTV in 
questo distretto, il 90% dei PBMC risultava positivo per la presenza del virus con 
titoli medi di circa 4,8 ± 1,7 (log copie di TTV per μg di DNA estratto) e, i titoli del 
virus nei PBMC risultavano fortemente correlati con quelli del virus circolante nel 
plasma (r=0,8; p<0,01) (Fig. 1), dimostrando così come la misurazione della 






Fig. 1 Correlazione fra i titoli di TTV nel plasma e nei PBMC di 40 soggetti. 
 
2) TTV nei pazienti ematologici sottoposti a trapianto di midollo osseo 
Nei 50 pazienti ematologici sottoposti a trapianto di midollo osseo è stato 
possibile misurare la viremia di TTV in prelievi seriali ottenuti a vari tempi prima e 
dopo il trapianto. Tali pazienti, in relazione al tipo di patologia, sono stati 
sottoposti a protocolli di condizionamento, ossia di trattamento 
immunosoppressivo pre-trapianto, differenti sia per durata che per intensità. In 
particolare, i giorni di condizionamento sono stati 2 per i pazienti affetti da 
mieloma multiplo (MM), 4 per quelli con sclerosi sistemica (SS) e 7 per i pazienti 
con linfoma (LY) e con leucemia mieloide acuta (AML). Inoltre, mentre la maggior 
parte dei soggetti (36 pazienti, di cui 23 con MM, 10 con LY, 2 con AML e 1 con 







































trapianto ed 1 paziente addirittura il terzo. In questi ultimi pazienti, il secondo o 
terzo trapianto avveniva a distanza di un minimo di 143 a un massimo di 346 
giorni dal primo. Indipendentemente dal numero di trapianti effettuati, la 
quantificazione di TTV è stata eseguita su tutti i pazienti al momento del loro 
ricovero e in tempi successivi corrispondenti al giorno del trapianto, alla 
dimissione, e nei giorni dei tre controlli di follow up dopo circa 1, 2 e 3 mesi dal 
trapianto. La misurazione nel tempo del titolo di TTV ha evidenziato un 
particolare comportamento della viremia del virus che appariva simile in tutti i 
soggetti esaminati. Infatti, mentre i titoli di TTV si mantenevano pressoché stabili 
fino al giorno del trapianto, successivamente subivano significative variazioni. 
Dopo un leggero calo (inferiore ad 1 log rispetto al valore basale) che si 
evidenziava nel periodo immediatamente successivo al trapianto, la viremia di 
TTV subiva un rapido ed imponente incremento che si protraeva per almeno 100 
giorni. A più di 3 mesi dal trapianto, i titoli medi di TTV oscillavano intorno ai 6 
log con un incremento medio rispetto al valore della viremia basale di quasi 2 








Fig. 2. Andamento medio della viremia di TTV nei pazienti ematologici sottoposti 
a trapianto di midollo osseo. 
 
Per studiare più in dettaglio le dinamiche di TTV, dapprima è stata indagata la 
relazione fra valore della viremia basale ed entità dell’incremento dei titoli nel 
tempo. L’analisi dei dati ha dimostrato una correlazione negativa statisticamente 
significativa tra questi due parametri (r = -0,530; p<0,001), con l’aumento di TTV 
che risultava quindi maggiore nei pazienti che avevano un più basso titolo iniziale 
di TTV. Tuttavia tale incremento, anche se più marcato nei pazienti con titoli 
basali più bassi (p < 0.0001), appariva quantitativamente significativo anche in 
quei pazienti che mostravano in partenza livelli più elevati di TTV (p=0,001), 




























Fig. 3. Andamento nel tempo di TTV nei pazienti ematologici suddivisi in base al 
valore del titolo iniziale (T.I.)  
 
L’incremento della replicazione di TTV nelle settimane seguenti al trapianto è 
risultato un evento generalizzato e costante in tutti i sottogruppi della 
popolazione in esame. Distinguendo i pazienti per patologia alla base del 
trapianto (MM vs LY), si è evidenziato che il comportamento dei titoli di TTV è lo 
stesso nei due gruppi, con l’unica differenza, peraltro non statisticamente 
significativa, che i pazienti con LY avevano un titolo basale di TTV più elevato di 
quello dei pazienti con MM (media=5,0 ± 0,5 vs 4,1 ± 0,2 log copie per ml; Fig. 
4). Anche i pazienti con AML e SS, sebbene troppo poco numerosi per effettuare 
analisi statistiche di confronto, mostravano un comportamento simile ai primi due 
gruppi di soggetti. Nei pazienti con MM, condizionati con l’alchilante 
antitumorale melphalan a dosi variabili da 20 a 200 mg/m
2
 si può osservare una 
correlazione positiva tra aumento di TTV e dose di farmaco ricevuto (r=0,499; 
p<0,001), indicando coma la replicazione del virus sia significativamente 



















































































L’incremento nel tempo di TTV risultava del tutto indipendente anche dal numero 
di trapianti che i pazienti avevano subito. Infatti, come riportato in Figura 5, TTV 
aumentava in modo assolutamente speculare nei pazienti che avevano subito uno 
o due o più trapianti di midollo. Da notare che non esistono differenze 
significative nei livelli basali di TTV tra i diversi pazienti, a dimostrazione del fatto 
che alla fase di incremento post-trapianto di TTV segue poi una fase più tardiva in 
cui i valori del virus tendono a ritornare gradualmente nel tempo a valori 
comparabili a quelli basali pre-trapianto. 
 
 
Fig. 5. Andamento della viremia di TTV nei pazienti che hanno subito un singolo 































Lo studio dettagliato di questa seconda fase, caratterizzata dal calo della viremia di 
TTV, è stato possibile in 13 dei 14 pazienti che erano stati sottoposti ad un 
secondo trapianto di midollo. La misurazione del titolo plasmatico di TTV al 
momento del ricovero per il secondo trapianto, rivelava in tutti i pazienti valori 
inferiori a quelli determinati nei mesi successivi al primo trapianto. L’analisi 
dell’entità della riduzione rispetto al tempo trascorso fra primo e secondo 
trapianto, riportata in Figura 6, indica chiaramente che la caduta di TTV e il 
ritorno della viremia del virus ai valori basali avveniva a un tasso pressoché 
costante di circa 1 log ogni 66 giorni. 
 
Fig. 6. Correlazione fra entità della riduzione dei titoli di TTV e tempo intercorso 
dal giorno del massimo valore del virus osservato durante il primo trapianto e 

















































































a) Genogruppi di TTV 
TTV, pur essendo un virus a DNA, è caratterizzato da una straordinaria variabilità. 
Oggi si distinguono almeno 29 specie del virus ed un numero variabile di isolati 
appartenenti a ciascuna specie. A fini diagnostici, però, i diversi ceppi di TTV sono 
ancora raggruppati in 5 genogruppi principali e la loro appartenenza ad uno di 
questi gruppi può essere determinata attraverso l’uso di PCR genogruppo 
specifiche. La prevalenza e la distribuzione dei 5 genogruppi di TTV è stata quindi 
studiata in un gruppo rappresentativo di 16 pazienti (10 con MM, 5 con LY e 1 con 
AML). Al momento del ricovero, la maggior parte dei pazienti (12 di 16) risultava 
infettata da più di un genogruppo di TTV (in media, 2,0 ± 0,8 genogruppi); il 
genogruppo 1 appariva il più prevalente seguito dal 3 e in misura minore dal 4 e 
dal 5. Nessun paziente mostrava infezione da TTV di gruppo 2 (Tab. 1). L’analisi 
dei genogruppi nel post-trapianto (in particolare nel giorno del picco della viremia 
di TTV) rivelava che il 63% dei pazienti (10 di 16) era infettato da un numero (in 
media = 2,6 ± 0,8 genogruppi) e da pattern di genogruppi differenti da quelli 
presenti al baseline. Nella maggior parte dei casi, tali differenze si evidenziavano in 
una semplice aggiunta di nuovi genogruppi, in particolare del genogruppo 4 e 5 
ma 3 pazienti mostravano la scomparsa di alcuni genogruppi e la loro sostituzione 






TMO, trapianto di midollo osseo.  
( a ) espresso come Log10 delle copie di DNA per ml di plasma. 
( b ) picco del titolo di TTV osservato al giorno +70 anzichè al giorno +100. 
Tab. 2. Genogruppi di TTV presenti nel plasma di 16 pazienti al momento del 
ricovero e in corrispondenza del picco viremico. 
Pazienti e 
Malattia 
N° TMO/ N° 
trasfusioni 
ricevute 
TTV basale  TTV al picco viremico  
Titolo (a) Genogrouppi  Titolo Genogrouppi 
Leucemia Mieloide Acuta     
FA 1 / 0 5.3 1, 3, 4  7.5 (b) 1, 3, 4 
Linfoma      
BN 1 / 6 3.1 1, 4  8,1 1, 4, 5 
BP 1 / 7 6.7 1, 3  7.5 1, 3, 5 
GC 1 / 5 4.3 1, 4  6.9 1, 3, 4 
LM 1 / 2 6.2 1, 3, 5  7.8 1, 3, 4, 5 
MA 1 / 6 4.4 1, 5  5.4 1, 3, 5 
Mieloma Multiplo      
CA 1 / 1 4.3 1, 3, 4, 5  7.3 (b) 1, 3, 4, 5 
CI 1 / 1 4.3 5  5.0 3, 4 
CR 2 / 0 5.1 1, 3  7.0 3, 5 
DLE 1 / 1 4.0 1, 3  7.5 1, 3 
DPG 1 / 1 5.1 1, 3  6.7 1, 3, 4 
FE 3 / 4 4.4 1  7.5 1 
LMG 1 / 2 4.3 4  6.8 4 
MW 1 / 4 5.7 3  8.5 1, 3, 5 
PM 2 / 3 6.1 1, 4, 5  7.4 3, 4, 5 




I motivi alla base di queste modificazioni possono essere molteplici. Uno potrebbe 
essere la riattivazione di TTV preesistenti nel paziente, latenti in qualche 
particolare distretto corporeo, ad opera del condizionamento o della procedura 
stessa del trapianto. Un altro motivo potrebbe essere l’acquisizione di nuovi 
genogruppi attraverso le trasfusioni di emazie e piastrine a cui quasi tutti i pazienti 
sono stati sottoposti. Tuttavia, un paziente che non aveva ricevuto trasfusioni (CR; 
Tab. 2) mostrava comunque una variazione nella miscela di genogruppi infettanti 
suggerendo così che le cause di queste variazioni possono essere molteplici e non 
facilmente determinabili. Nonostante queste variazioni, va comunque sottolineato 
il fatto che l’incremento della viremia di TTV non mostrava alcuna correlazione 
con l’acquisizione, la perdita e/o la sostituzione di uno o più genogruppi, 
escludendo quindi che tale aumento fosse dovuto ad una massiva replicazione di 
un virus superinfettante, di più recente acquisizione (Fig. 7). 
 
Fig. 7. Andamento del titolo di TTV in pazienti con o senza modificazione dello 




b) TTV e parametri immuno-ematologici 
Numerosi parametri immuno-ematologici (fra cui diverse sottopopolazioni 
linfocitarie, molte citochine, immunoglobuline e fattori d’infiammazione) sono 
stati misurati e monitorati nel tempo nei pazienti sottoposti a trapianto di 
midollo. L’analisi di correlazione fra i valori di questi parametri e l’andamento dei 
titoli di TTV ha mostrato interessanti risultati.  
Al momento del trapianto i pazienti si trovavano nella cosiddetta fase “aplastica” 
caratterizzata da assenza di parenchima midollare e pancitopenia periferica indotte 
dalla terapia di condizionamento. In condizioni di risposta ottimale, dopo 2-3 
settimane il processo di attecchimento del trapianto è ben avviato e il numero 
delle cellule raggiunge livelli di sicurezza. Dai dati ottenuti, l’aumento della 
viremia di TTV sembrava avvenire quando il trapianto aveva attecchito in maniera 
considerevole. Infatti, dopo il drastico calo della fase aplastica, la conta dei 
linfociti totali ritornava a valori comparabili a quelli basali dopo circa un mese dal 





Fig. 8. Andamento dei titoli di TTV e del numero dei linfociti totali periferici. 
 
E’ interessante ricordare tuttavia, che nonostante il numero di linfociti totali ritorni 
nella norma entro 100 giorni post-trapianto, il sistema immunitario dei pazienti 
non risulta ancora funzionalmente paragonabile a quello del pre-trapianto. Ciò si 
evince soprattutto dalla constatazione che proprio i 2-3 mesi successivi al trapianto 
di midollo rappresentano il periodo di maggior comparsa di riattivazioni virali e di 
più alta suscettibilità all’ infezione da altri agenti infettivi. Tale fenomeno trova 
spiegazione nel fatto che la composizione delle sottopopolazioni linfocitarie 
mostra evidenti variazioni. Infatti, nonostante una conta nel range di normalità, la 
composizione di queste sottopopolazioni risulta atipica con l’espansione di alcuni 
particolari cloni cellulari che, a seguito della nuova emopoiesi indotta dalla 
linfopenia, tendono ad espandersi rapidamente ripristinando numericamente, ma 



























































Fig. 9. Andamento dei linfociti T CD8+CD57+ e del rapporto CD4+/CD8+. 
 
Infatti, sebbene non risultasse nessuna correlazione né con i linfociti CD4+, 
CD4+25+, CD8+ e CD16+56+ né col rapporto CD4+/CD8+ (Fig. 9), 
l’incremento della viremia di TTV appariva fortemente correlato con l’espansione 
della sottopopolazione di linfociti T CD8+CD57+ (Fig. 10). Questa correlazione, 
che appariva sia con la percentuale che con il numero assoluto di linfociti T 
CD8+CD57+, risultava evidente non solo considerando tutti i pazienti nel loro 
insieme ma anche quando gli stessi venivano suddivisi in base al tipo di patologia 
pre-esistente (Fig. 11) o al numero di trapianti di midollo subiti (Fig. 12), pur se in 
quest’ultimo caso, dato l’esiguo numero di soggetti considerati, non raggiungeva 










Fig. 11. Correlazione tra andamento dei titoli di TTV ed espansione dei linfociti T 
CD8+CD57+ nei pazienti con mieloma multiplo (A) (r=0,373; p< 0,0001) e con 






Fig. 12. Correlazione tra andamento dei titoli di TTV e dei linfociti T CD8+CD57+ 
in pazienti sottoposti ad uno o più trapianti. 
 
 
3) TTV nei pazienti HIV+ 
La ricerca e la quantificazione di TTV è stata effettuata utilizzando la stessa 
metodica di real-time PCR anche in un gruppo di 83 pazienti HIV positivi. Di 
questi, 43 pazienti (29 maschi, 14 femmine; età media: 43 anni) erano 
asintomatici, non erano mai stati trattati con HAART (pazienti naïve) ed avevano 
in media una viremia di HIV pari a circa 7000 copie per ml e una conta di CD4+ 
di 510 cellule per μl. I rimanenti 40 pazienti erano invece stati sottoposti a 
trattamento con HAART per un periodo di 12 mesi ed avevano una carica virale 
di HIV non rilevabile, al di sotto delle 50 copie per ml di plasma. Come mostrato 
in Tabella 1 e già descritto in precedenza, i titoli medi di TTV risultavano 
significativamente più elevati nei pazienti HIV naïve che in quelli trattati (5,6 ± 




In 63 pazienti (43 naïve e 20 trattati) sono stati valutati alcuni parametri 
immunologici, ed in particolare è stata effettuata la determinazione quantitativa di 
tipi e sottotipi cellulari nell’ambito del compartimento delle cellule B CD19+. 
Lavorando in collaborazione con la sezione di Microbiologia del Dipartimento di 
Medicina Sperimentale e Applicata dell’Università di Brescia, diretta dal Prof. 
Caruso è stato così possibile fare uno studio mirato alla valutazione delle 
correlazioni esistenti fra viremia di HIV, viremia di TTV e cellule della linea B, con 
particolare attenzione verso quei cloni cellulari, che nell’ambito delle cellule 
CD19+, rivestono significato e funzioni simili a quelle del clone T CD8+57+ che 
avevamo visto correlare con TTV. Da questo studio sono emersi ulteriori dati 
riguardanti la stretta relazione che intercorre fra viremia di TTV ed espansione di 
cloni cellulari senescenti e/o ipofunzionanti. Più in generale, una prima analisi dei 
risultati mostrava come la conta dei linfociti B totali nei pazienti naïve (in media, 
129,5 cellule/μl) fosse non significativamente diversa da quella dei pazienti trattati 
(in media, 232,5 cellule/μl) e del tutto simile a quella misurata in un gruppo di 
soggetti sani di controllo (in media, 143 cellule/μl). Tuttavia, un più approfondito 
studio delle sottopopolazioni cellulari che costituivano il compartimento B 
evidenziava interessanti differenze. In particolare le cellule B CD21+CD27+ 
(cellule resting/memory) e CD21+CD27- (cellule naïve) risultavano meno 
prevalenti nel sangue periferico dei pazienti asintomatici rispetto ai controlli sani 
(23,5 vs 29,4; p=0,026 e 54,2 vs 64,4; p<0,005), mentre viceversa le cellule 
mature/attivate CD21-CD27+ e le immature/transazionali o tissue like memory 
CD21-CD27- apparivano significativamente più elevate nei pazienti HIV 
asintomatici (9,6 vs 2,4; p<0,0001 e 10,4 vs 2,1; p<0,0001). Inoltre, la 
percentuale di cellule B CD21-CD27- correlava positivamente con la carica di HIV 
(r=0,39; p=0,012), quando ancora HIV non risultava correlare con i linfociti T 
CD4+. Ciò a dimostrazione del fatto che l’espansione delle cellule B CD21-CD27- 
avviene in pazienti che ancora sono ad uno stadio asintomatico dell’infezione da 
HIV e che tale espansione può essere precedente ed indipendente dalla linfopenia 
dei CD4+ indotta dal retrovirus. 
Ancora, l’analisi delle correlazioni nei pazienti sieropositivi dimostrava una 





Fig. 13 Correlazione tra la viremia di TTV e HIV nei pazienti viremici asintomatici 
non trattati. 
 
Partendo da questa osservazione e da quanto in precedenza dimostrato sulla 
relazione fra viremia di HIV ed espansione dei linfociti B CD21-CD27-, è stata 
condotta un’analisi statistica per verificare se anche i titoli di TTV fossero correlati 
con questo clone cellulare. Come riportato in Figura 12, la viremia di TTV risultava 
significativamente correlata non solo con la percentuale ma anche con il numero 
assoluto dei linfociti B CD21-CD27-, che come già ricordato rappresentano un 





Fig. 14. Correlazioni del titolo di TTV con la percentuale e il numero assoluto dei 
linfociti B CD21-CD27-. 
 
 
Lo studio di TTV e CD21-CD27- in 20 pazienti trattati con HAART confermava la 
solidità di questa correlazione. Infatti, come già detto in precedenza (Tabella 1) i 
titoli medi di TTV in questo gruppo di pazienti erano paragonabili a quelli dei 
soggetti sani di controllo e di quasi 2 log inferiori ai livelli del virus trovati nei 
pazienti naïve. Ciò dimostrava che il ripristino di una condizione immunologica 
soddisfacente dovuta al trattamento antiretrovirale sortiva anche un effetto sui 
livelli di TTV riducendoli a valori che potevano essere considerati normali. A tal 
proposito è interessante osservare come la riduzione della viremia di TTV fosse, 
anche in questo caso, correlata con il calo dei CD21-CD27- , che in questo gruppo 
di pazienti ritornavano a livelli che erano paragonabili a quelli presenti in soggetti 
sani, del tutto immunocompetenti.   
Per approfondire ulteriormente quanto la viremia di TTV fosse influenzata dallo 
status del sistema immune dell’ospite infettato, sono stati selezionati 20 pazienti 




sangue dopo un periodo di HAART di 12 mesi. Tali soggetti potevano dunque 
essere tutti definiti come dei “responders virologici”. Tuttavia, mentre 10 di questi 
pazienti mostrano anche un consistente aumento della conta dei CD4+ (al di 
sopra delle 500 cellule/μl) ed erano quindi completi “full responder- FR”, gli altri 
10 non mostravano lo stesso recupero immunologico (“immunological non 
responder-INR”) dato che il numero dei loro CD4+ rimaneva inferiore alle 200 
cellule/μl. La viremia di TTV è stata misurata nel sangue di questi 20 pazienti e, 
come dimostrato in Figura 15 e Tabella 3, è stato riscontrato un titolo di TTV 
significativamente più elevato nei pazienti “immunological non responder” 







NON RESPONDER  
(10)  
TTV (Log copie DNA/ml ± errore standard) 2,73 ± 0,28 4,3 ± 0,18 
T test 0,00032 * 
 
* statisticamente significativo 
Tab. 3. Il valore medio dei titoli di TTV riscontrato nei pazienti definiti come 
“immunological non responder” è significativamente più alto di quello ottenuto 








CI = intervallo di confidenza 
Fig. 15. Titoli di TTV nei pazienti “immunological non responder-INR” e “full 
responder-FR”.  
 
Da notare come il titolo di TTV nei pazienti “full responder” sia più basso della 
media dei titoli di tutti i pazienti HIV trattati e che il valore medio nei soggetti 
“immunological non responder” sia comunque significativamente inferiore a 
quello dei pazienti non trattati. Questo sta ad indicare che la compromissione 
della funzionalità del sistema immunitario induce un aumento della capacità 
replicativa di TTV e dunque un incremento della sua viremia plasmatica e che, al 
contrario, il recupero di un certo grado di immunocompetenza può di per sé 









































Una ben documentata caratteristica degli anellovirus è che, una volta colonizzato 
l’ospite, essi non sono più facilmente eradicabili e quindi determinano infezioni 
croniche persistenti nella quasi totalità dei soggetti che infettano (Lefrere et al. 
1999; Bendinelli et al. 2001; Bendinelli e Maggi, 2005). Ciò, assieme alla loro ben 
nota ubiquitarietà in cellule e distretti dell’ospite infettato, rende probabilmente gli 
anellovirus capaci di interagire in modo continuo e prolungato con effettori del 
sistema immunitario dell’ospite. A conferma di questo è dimostrato che virus come 
i circovirus animali, molto simili agli anellovirus dell’uomo (Todd et al. 2001), 
mostrano una stretta relazione con l’immunità dell’ospite inducendo spesso 
importanti e cospicue alterazioni nella capacità di risposta immune dell’animale 
infettato. Studi recenti dimostrano che anche l’infezione da anellovirus nell’uomo 
è assai ben relazionata allo status di funzionalità immune. E’ infatti stato 
dimostrato che: 
 
a) TTV è in grado di colonizzare e replicare in cellule del sistema immunitario. Le 
cellule del sangue periferico sono state ripetutamente trovate positive per TTV, 
spesso anche con titoli elevati del virus (Okamura et al. 1999; Okamoto et al. 
1999a; 2000b; Maggi et al. 2001a; Mariscal et al. 2002; Takahashi et al. 2002; 
Yu et al. 2002; Zhong et al. 2002; Desai et al. 2005). Tuttavia, ancora non è 
stato identificato con certezza il tipo cellulare in cui TTV replichi 
preferenzialmente. Alcuni hanno ritenuto che i principali reservoir del virus 
siano i linfociti B (Yu et al. 2002), altri i neutrofili (Takahashi et al. 2002), altri 
ancora non hanno trovato differenze significative nella capacità di propagare il 
virus da parte delle diverse sottopopolazioni leucocitarie (Maggi et al. 2001a) 
Che TTV possa replicare e proliferare in cellule di origine emopoietica è stato 
suggerito dall’osservazione che nei pazienti sottoposti a trapianto di midollo il 
titolo di TTV circolante diminuisce fino a valori non rilevabili durante la 
mielosoppressione (Kanda et al. 1999c). Intermedi di replicazione di TTV sono 




2000c; Zhong et al. 2002; Bendinelli e Maggi, 2005), suggerendo come il 
virus possa avere un tropismo maggiore per questa tipologia di cellule. A 
conferma di ciò, esistono studi che attestano la capacità di TTV di replicare in 
vitro in PBMC stimolati con fitoemagglutinina (Maggi et al. 2001a; Mariscal et 
al. 2002; Desai et al. 2005), dimostrando così come i linfociti T possano 
supportare la replicazione del virus ma, per far questo, necessitino di essere 
attivati. 
 
b) Alcuni anellovirus, e più in particolare isolati di TTV, correlano con la 
concentrazione della proteina cationica eosinofilica nel sangue di bambini 
con patologie respiratorie (Maggi et al. 2004) e con la concentrazione di 
ossido nitrico esalato nell’aria espirata di bambini asmatici (Maggi et al. in 
preparazione), ritenendo cosi possibile una modulazione virus-indotta 
della risposta adattativa dell’ospite. 
 
c) TTV è in grado di modulare la funzione di cruciali mediatori dell’immunità 
innata: la proteina ORF2 di un isolato di TTV inibisce l’attività dell’NF-kB 
(Zheng et al. 2007); il DNA di un altro ceppo del virus interagisce con il 
recettore endocellulare TLR9 ed induce la produzione di citochine pro-
infiammatorie (Rocchi et al. 2009). 
 
d) A dispetto di una sua elevata diffusione, TTV è presente nei diversi soggetti 
infettati con titoli di viremia variabili e spesso molto differenti, suggerendo 
che il tasso di replicazione del virus possa essere legato a specifiche 
situazioni dell’ospite. In particolare, è stato osservato che: 1) tra bambini 
con malattie acute respiratorie, quelli con patologie e manifestazioni 
cliniche più gravi hanno titoli più alti di TTV nel fluido nasale e nel plasma 
e che questi titoli sono correlati inversamente con la percentuale dei 
linfociti T totali e direttamente con la percentuale delle cellule B circolanti 
(Maggi et al. 2003a; 2003b). Ciò suggerisce che una più ampia 
replicazione del virus possa provocare alterazioni nella composizione delle 




immunomodulanti locali e/o generalizzati. 2) Titoli più elevati di TTV sono 
frequentemente riscontrabili in soggetti adulti immunocompromessi come 
soggetti HIV sieropositivi o pazienti con patologie tumorali ed in soggetti 
con patologie immunomediate come l’artrite, o altre manifestazioni 
reumatiche (Christensen et al. 2000; Zhong et al. 2001). 
In uno studio su pazienti danesi HIV+, Christensen et al. (2000) 
trovarono che 72 soggetti, dei 140 che erano positivi per TTV, avevano 
titoli del virus maggiori di 5 log e quindi ben superiori ai valori ritrovati 
nei controlli sani. Inoltre la conta dei linfociti T CD4+ era più alta nei 
pazienti con titolo di TTV più basso o non rilevabile e l’analisi di 
regressione multivariata mostrava una correlazione tra titolo di TTV e 
diminuzione del tasso di sopravvivenza. Touinssi et al. (2001) hanno 
dimostrato che i titoli di TTV in 75 pazienti HIV+ con CD4+ inferiori a 
200/mm
3
 risultavano significativamente più alti di quelli nei soggetti di 
controllo. Anche Shibayama et al. (2001), utilizzando due diverse reazioni 
di PCR, trovarono che prevalenze e titoli di TTV in 144 giapponesi HIV+ 
erano significativamente più alti rispetto a quelli dei donatori sani e che i 
livelli di TTV correlavano negativamente con il numero dei CD4+. Questi 
ed altri studi (Sherman et al. 2001; Thom e Petrik 2007; Madsen et al. 
2002; Sagir et al. 2005a, 2005b) hanno rafforzato la convinzione che la 
replicazione degli anellovirus possa essere particolarmente intensa nei 
pazienti HIV, probabilmente a causa del deficit del sistema immunitario di 
quesi pazienti.  
 
e) Alcuni genogruppi di TTV sembrano avere maggior interazione con il 
sistema immunitario. Nei bambini con infezioni respiratorie acute, quelli 
infettati da più di un genogruppo di TTV mostravano percentuali più basse 
di linfociti T CD4+ rispetto a chi aveva un solo genogruppo. Tali 
percentuali risultavano poi ancora più ridotte se il TTV infettante era di 
genogruppo 3 (Maggi et al. 2003a). L’ipotetico maggior tropismo di 
questo genogruppo di TTV per le cellule del sistema immune è stato 




genogruppo 3 in pazienti tedeschi HIV+, trovarono una prevalenza 
significativamente più elevata di questo genogruppo nei soggetti con più 
bassi valori di linfociti T CD4+. Inoltre, Maggi et al. (2005b) hanno 
dimostrato come in soggetti vaccinati contro HBV, il maggior incremento 
della viremia di TTV avveniva in coloro che risultavano portatori 
dell’infezione da genogruppo 3 di TTV.  
Nel nostro studio, tutti i pazienti ematologici mostravano, dopo il trapianto di 
midollo, un sostanziale aumento della viremia di TTV e frequentemente anche 
considerevoli modificazioni nella miscela dei genogruppi del virus rilevabili nel 
loro sangue. L’incremento della viremia avveniva a partire da 40 giorni post-
trapianto e raggiungeva il picco dopo 100 giorni, o meno frequentemente dopo 
70. I pazienti che è stato possibile esaminare in date successive ai 100 giorni post-
trapianto erano relativamente pochi ma mostravano chiaramente che dopo questa 
data la viremia di TTV declinava progressivamente con un tasso costante e 
tendeva a raggiungere in pochi mesi livelli simili a quelli precedenti il trapianto. 
Mentre la presenza e le cariche di TTV furono determinate usando una real-time 
PCR che potenzialmente è in grado di amplificare tutti gli isolati di TTV fino ad 
oggi conosciuti, la caratterizzazione dei genogruppi del virus è stata condotta 
mediante l’utilizzo di un pannello di 5 diversi saggi di PCR, ciascuno specifico per 
ognuno dei gruppi in cui operativamente TTV è al momento classificato. Questo 
pannello è stato usato per comparare i genogruppi presenti in un gruppo 
rappresentativo di soggetti al baseline e al momento del picco della viremia 
plasmatica. I risultati mostravano che, in linea con quanto osservato nella 
popolazione generale (Maggi et al. 2005a, 2005b; Devalle et al. 2004), molti 
pazienti erano infettati al momento del ricovero da più di un genogruppo di TTV. 
Al momento del picco viremico, la maggior parte dei pazienti risultava positiva 
per uno e occasionalmente due nuovi genogruppi che in molti casi andavano ad 
aggiungersi ed in altri a sostituire quelli pre-esistenti. I pazienti dello studio 
subivano il trapianto come trattamento di supporto dopo aver ricevuto alti dosi di 
chemioterapici per la cura delle loro patologie ematologiche di base. Inoltre, la 
maggior parte di essi, riceveva trasfusioni di globuli rossi e/o piastrine come 




osservati nella miscela di TTV infettanti siano stati dovuti a) al trapianto stesso (o 
alle terapie immunosoppressive di condizionamento che lo precedevano) come 
induttore di riattivazione di un TTV già pre-esistente nel paziente, b) alle 
trasfusioni che hanno trasmesso nuovi genogruppi di TTV, o c) ad entrambi i 
fattori. L’osservazione che i virus comparsi dopo il trapianto spesso appartenevano 
ai genogruppi 4 e 5, che erano relativamente poco rappresentati prima del 
trapianto, potrebbe essere a favore del fatto che essi siano stati acquisiti attraverso 
le trasfusioni. Tuttavia, non può essere nemmeno escluso che il trattamento 
ricevuto dai pazienti abbia portato alla riattivazione e/o ri-emergenza in circolo di 
TTV che erano latenti in altri distretti del corpo, forse anche in relazione al fatto 
che alcuni genogruppi potrebbero aver maggior tendenza di altri alla latenza. Che 
le trasfusioni non siano state l’unico fattore responsabile dei cambi di TTV, però, è 
anche suggerito dall’osservazione che il paziente CR, che non aveva ricevuto 
alcuna trasfusione e che al baseline risultava positivo per i genogruppi 1 e 3, nel 
post-trapianto mostrava la comparsa di un nuovo genogruppo infettante, il 5 e la 
perdita del genogruppo 1. Ancora, alcune delle differenze riscontrate potrebbero 
essere dovute a motivi puramente tecnici: le PCR usate per la tipizzazione hanno 
una sensibilità relativamente bassa (di circa 1,5 log più bassa della real-time 
universale) e possono non essere in grado di rilevare genogruppi di TTV presenti a 
basso titolo (Maggi et al. 2005a; 2006). Qualunque siano i meccanismi alla base di 
questi cambiamenti, i risultati dello studio sono di particolare interesse perché 
provvedono la prima evidenza che una sostanziale attivazione della replicazione 
di TTV è un evento costante durante le settimane successive ad un trapianto 
autologo di midollo e che questa attivazione è spesso accompagnata da 
modificazioni nello spettro dei genogruppi di TTV infettanti il paziente. Se queste 
modificazioni siano rilevanti per lo stato di salute dei pazienti sarà materia di 
future investigazioni. Tuttavia, dovrebbe non essere trascurata la possibilità che 
cambi, del tipo e delle dimensioni qui descritte, nell’equilibrio che TTV stabilisce 
con l’ospite possano rappresentare un carico extra per il sistema immunitario ed 
avere un impatto negativo sul paziente, specialmente nel caso in cui questo sia già 
malato e/o sottoposto a pesanti procedure terapeutiche così come i pazienti 




evenienza è suggerito dal fatto che i livelli circolanti dei linfociti T CD8+CD57+ 
aumentano nel post-trapianto e che tale incremento correla temporalmente con 
l’aumento nelle cariche di TTV. L’espansione dei linfociti T CD8+57+ avviene in 
diverse condizioni cliniche che hanno come comune denominatore uno status di 
immunodeficienza e quindi sono caratterizzate dall’incapacità di controllo delle 
infezioni e/o dello sviluppo di cellule neoplastiche (Focosi e Petrini 2007; Akagi e 
Baba 2008; Aronsson et al. 2004-2005; Palmer et al. 2005; Isa et al. 2005; 
Yamada et al. 2007; Hoji et al. 2007; Pawelec et al. 2001; Brenchley et al. 2003; 
Chattopadhyay et al. 2008; Gutierrez et al. 2003; Alvaro et al. 2006) Monitorare 
i livelli plasmatici di virus persistenti può rappresentare quindi un approccio 
semplice e funzionale (ora che i metodi d’indagine quantitativa sono alla portata 
di molti laboratori) per valutare la capacità dei pazienti di controllare lo sviluppo 
e/o riattivazione di agenti patogeni. TTV sembra particolarmente adatto al 
riguardo poichè possiede diverse peculiari caratteristiche come l’elevata capacità di 
persistere, l’abilità a dare viremia protratta nel tempo, e la straordinaria, costante 
presenza in più del 90% dei soggetti di tutto il mondo (Zhong et al. 2002; Maggi 
e Bendinelli 2009). Che i livelli circolanti di TTV siano il risultato di un costante 
controllo sul virus esercitato dal sistema immune è un logico assunto, supportato 
da ormai molti ritrovamenti che mostrano come tali livelli siano specialmente 
elevati in soggetti immunocompromessi per varie cause (come già riportato) così 
come dall’osservazione, in questo studio, che i livelli basali di TTV e dei linfociti T 
CD8+CD57+ erano fortemente correlati.  
L’osservata correlazione con l’espansione di una sottopopolazione linfocitaria 
atipica senescente e di fatto non funzionale, come quella dei linfociti T 
CD8+CD57+, sostiene l’ipotesi che l’aumentata replicazione di TTV sia indotta dal 
mancato controllo da parte di un sistema immunitario non perfettamente 
funzionante. Per trovare ulteriori conferme a questo assunto, abbiamo esaminato 
nel nostro studio un altro gruppo di soggetti la cui immunosoppressione era in 
questo caso dovuta ad una pregressa infezione da HIV. Nei soggetti HIV naïve, in 
linea con quanto riportato in letteratura, abbiamo dimostrato titoli medi di TTV 
più elevati che nei controlli ed una interessante correlazione fra questi titoli e 




e numero e percentuale di linfociti B CD21-CD27-. Questa sottopopolazione 
cellulare riveste un ruolo particolarmente importante nel determinare disfunzione 
immune nei pazienti HIV+; costituita da cellule senescenti, ipofunzionanti e 
scarsamente replicanti, si espande precocemente nei pazienti sieropositivi 
portando alla costituzione di un pool di cellule, che ancor prima della caduta dei 
CD4, determinano uno status d’immunità alterata. Da questo punto di vista i 
linfociti B CD21-CD27- svolgono un ruolo e delle funzioni del tutto paragonabili a 
quelle che, nell’ambito delle cellule T, hanno i linfociti CD8+CD57+. E’ 
importante osservare come nei pazienti dello studio, la diminuzione della viremia 
di HIV indotta dalla terapia con HAART sia seguita dalla riduzione delle cellule 
CD21-CD27- circolanti e come questi eventi siano correlati con una forte caduta 
dei livelli di TTV. Ciò sta ad indicare come la riduzione di HIV e di cellule immuni 
senescenti consenta il recupero delle funzioni immunitarie fino a livelli che 
permettono il controllo della replicazione di virus endogeni, come TTV. Se tale 
recupero non avviene, come nei pazienti “immunologicamente non responders”, 
allora i livelli di TTV circolanti rimangono elevati, dimostrandosi cosi ottimi 
marcatori dello status funzionale dell’immunità dell’ospite.  
Nel loro insieme, i risultati dello studio dimostrano che le variazioni della viremia 
di TTV in soggetti affetti da differenti patologie immunosoppressive mostrano 
sempre e comunque una correlazione (temporale e numerica) con le alterazioni di 
alcuni importanti parametri che rientrano tra i marcatori di disfunzione del sistema 
immunitario (linfociti T CD8+CD57+ e linfociti B CD21-CD27-). Così, sembra 
ragionevole proporre che monitorare i livelli di viremia di TTV nel tempo possa 
essere di aiuto al clinico nel seguire i pazienti relativamente alla loro probabilità di 
avere complicanze infettive, alla durata della profilassi antimicrobica, a definire il 
momento più adatto al ri-trattamento con chemioterapici, tutti aspetti questi che 
necessariamente devono essere valutati quando ad esempio vengono seguiti 
pazienti HIV positivi e/o pazienti ematologici. In questo contesto, l’osservazione 
che la viremia di TTV torna a valori pre-trapianto in modo progressivo e costante 
potrebbe essere particolarmente utile per stimare l’intervallo di tempo che deve 
essere atteso prima di un nuovo trapianto e/o per ottimizzare il trattamento 
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